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Introduction génerale

Durant les dix dernieres années, le biodiesel a suscité un certain engouement grace a sa
capacité a diminuer la production et I'utilisation des combustibles fossiles. Le biodiesel, qui
présente I'avantage d’étre une énergie renouvelable, biodégradable et non-toxique, est un
mélange d’esters d’acides obtenus par la réaction de transestérification d’'une huile végétale
ou animale.

Actuellement, la méthanolyse des triglycérides présents dans les huiles est réalisée en
présence de catalyseur homogene basique et acide. La catalyse basique donne de tres bons
résultats puisque les taux de conversion atteignent leurs maxima en trés peu de temps.
Cependant, cette méthode présente plusieurs inconvénients comme une consommation
importante d’énergie (température de réaction élevée), une séparation difficile des esters
meéthyliques et du glycérol, une réaction de saponification possible entre I'eau présente dans
I'huile et les acides gras ainsi que la récupération du catalyseur.

Plus récemment, pour palier a ces inconvénients, la catalyse enzymatique hétérogéne a été
investie. Elle permet de travailler dans des conditions douces de réaction et devrait améliorer
la séparation des produits de la réaction. Néanmoins, ce procédé n’est pas encore mis en place
au niveau industriel a cause des contraintes inhérentes a l'utilisation d’enzyme telles que
l'inhibition de 'enzyme par le méthanol et le colt élevé des enzymes.

Le travail engagé dans cette thése a consisté a étudier I'immobilisation de |aMijpase
mieheisur des matériaux poreux silicatés dans le but de mettre au point des bioréacteurs qui
seront le siege pour transestérifier des huiles végétales par catalyse enzymatique. Ces
systemes devraient permettre une bonne dispersion de I'enzyme due a la grande surface
spécifique de ce type de support ainsi gu’une récupération simplifiée du bioréacteur a des fins
de recyclage.

Ce travail a consisté principalement a développer des bioréacteurs servant de catalyseur a la
méthanolyse de I'huile de colza et a déterminer leur performance catalytigue de méme que
leur recyclage. Pour cela, plusieurs supports silicatés ont été préparés a partir de systemes
moléculaires organisés a base de tensioactif. La lipase Mm-L a été immobilisée par
physisorption, chimisorption ou encapsulation directe et les performances catalytiques des

différents bioréacteurs ont été évaluées.




Le premier chapitre est consacré a une introduction sur le biodiesel et aux différentes facons
de le produire. Sont également exposés les différents types d’immobilisation ainsi que les
matériaux servant de support. Enfin, une synthése bibliographique des résultats obtenus avec
la réaction de transestérification par catalyse enzymatique est présentée. La partie
expérimentale décrit les produits, les techniques utilisées ainsi que les differentes méthodes et
protocoles mis en ceuvre pour la synthese des matériaux.

Le chapitre 3 rapporte I'étude de l'adsorption physique de la lipase sur deux types de
matériaux meésoporeux silicatés. L’utilisation de ces bioréacteurs comme catalyseur dans la
conversion de I'huile de colza en esters méthyliques est aussi exposée dans cette partie. Dans
le chapitre 4, la lipas®im-L a été chimisorbée par liaison covalente au support mésoporeux.
L’activité catalytique de ce bioréacteur a été testée et comparée au systeme physisorbé. Dans
le chapitre 5, deux matrices silicatées présentant une porosité hiérarchisée ont servi de
supports et la lipase a été soit physisorbée, soit encapsulée directement pendant la synthése du

matériau.




CHAPITRE | - GENERALITES

C.

SYNTHESE DU BIODIESEL.....cuiiiiiiiiiii et 5
1. DEFINITION ET PROPRIETES DU BIODIESEL. ...uuetttttiieetittiseeseasteessasinnseesesssnsasseessnneessessnnseesessnns 5
2.  SYNTHESE DU BIODIESEL PAR VOIE CHIMIQUE. ... .cvvttuueetittiseesesstaeessasianseessstnnsessessnneessessnnaeesees 7
3. SYNTHESE DU BIODIESEL PAR VOIE ENZYMATIQUE . ....uuuuieiettiiieesestineeeeesinnseesessnneesessnnesasesnnnnns 11
- T O o To ] b Qe (-3 =T 0 V4 Y] 1 0 L= TP U TR 12
b.  Propriétés de la lipase MUCOr MIENEI..........uiiiiiiiiiiiiie et 14
c.  Paramétres influencant la réaction de transestérification..............ccccccciiiiiieiiieeee e, 17
i. La NALUTE dE TAICOO0N ......coiiieiie ittt e et e e st e e st e e nebeeeean 17
ii. Le rapport molaire alCOOINUIIE ..........oooo e e e e e e e 18
iii. ComMPOSItION A8 I'NUIIE......cciiieee e e e e e e e e e e e s e aa b e et e e e e e e s nasraaees 18
iv. La température et le tempPs de rEACHION .........coeeiiiiiee e ee e e e e e e e enee e e e eneeees 19
IMMOBILISATION DENZYME ....coni e 19
1. CONDITIONS NECESSAIRES A IIMMOBILISATION ..uuuieiiutineerestinseesessineessesinnseesessnnseesessnnaeesesnnns 20
2. LES DIFFERENTES METHODES 'TMMOBILISATION D 'ENZYME ...uuuuiiiiiiiieeeeiiiieeassaninseesesinnneesenes 21
a. Adsorption physique (PhYSISOIPLION) .....coiiiiiiiiiiie e 22
b.  Adsorption chimique (ChImMISOIPON) ......ccoiiiiiiii e 23
Lo = Tor= T o 1T U | = 4o ) o USSP 24
d.  Cross-linking (FELICUIALION) .......vvviiiiiiiiiiier e e e e e e e e e e eeeeees 24
3. MATERIAUX UTILISES COMME SUPPORT EENZYME ......cceiiieeiiereninnineeneerreesesaeaeessesssssnsnnnssnnnnnes 25
a. Les polyméres synthétiqUues OrganiqUES...........uueeiieiiieeeeeeee i i e s e e e e e e e e e e e e e s e e eeanes 25
D.  LeS POIYMEIrES NALUIEIS ...oceeee e s e e e e e e e e e e e e e e e e e e s annnnns 25
C.  LeS SUPPOILS INOTGANIQUES ......eeeeeeeiiieiiaaaeeeae e ettt eeeeeaaaaaaaeaeeaaaaannnnbnsbesaeeeeeeeeaeas 25
A, MICTOBMUISIONS INVEISES......uuuuiiiiiiiiiiiiiee e e ettt e e e e e e e e e e e e e e e e e e eeeeaaabaabbareeaeees 26
€. MAtEriaUX MESOPOTEUX .eeiuvvvviireeiietiietteesaatareeeessasstereeesaasssaeraesaasstaeaeesaassbaeeaessanssreeeesssnsnns 26
i Effet de la taille des pores sur 'immobiliSatioN ...............eiiiiiiiiiii e 27
ii. Effet de la structure et de la morphologie sur 'immobiliSation ............cccccciiniiiiniee, 27
iii. Effet des propriétés de surface sur 'immobiliSation ...............ccciiieiiii e 28
4.  LES DIFFERENTS MATERIAUX UTILISES COMME SUPPORT POURIMMOBILISATION DE LA LIPASE
MUCOR MIEHEIDANS LE CADRE DE LA SYNTHESE DU BIODIESEL.....uuuuttitiiieieeieeeeeaeeeeeeeeeaeeesssssssseseeeeseeesaaaeaens 29
MATRICES POREUSES ... e 30
1. LES MATERIAUX MESOPOREUX. ...cettttuieettttieeastsstseeseastsseessstsnaesesssnaeesastnaesestnaesestnaeesennnn 30
= W o (o ToT=To L= =To ] Eto = PP 31
b.  Mécanisme d’auto-assemblage coOpératif CTM .........ccovvieiiiiiiiiiii i 33
Lo |V = To7= T 1 g (oI =Yg Tod ] 1 X S S 33
d. Interactions tENSIOACTIT-PrECUISEUN.........cccc ittt e e e e e e e e e e e e e e e e e e e s 34
€. MALErIAUX SBA- LS ..ooiiiiiiiii e e e e e e e e rr et taaaeaaaaaaa e e anaanrann 35
f. Matériaux mésoporeux préparés a partir de tensioactifs flUOrés ...........ccccceeevvciiee e, 36
2. LES MATERIAUX A POROSITE HIERARCHISEE. ... ...cutuuieitittiieeseetineeesestaseesestansessessnneesssssnnaeasens 38
OBJECTIF DE LA THESE ... 41






Chapitre | : Généralités

Ce chapitre aborde les notions de bases nécessaires a la compréhension du travail développé
dans le cadre de la these. Dans un premier temps, nous décrirons le biodiesel ainsi que ses
propriétés. Ensuite, les différentes méthodes de préparation du biodiesel seront présentées, en
s’attachant plus particulierement a la catalyse enzymatique. Puis, le mécanisme associé a ce
type de catalyse sera expliqué. Deuxiemement, nous montrerons comment I'enzyme peut

s’adsorber sur les supports relativement a la synthése du biodiesel. Dans une troisieme partie,

les différentes méthodes de préparation de matériau a porosité hiérarchisée seront examinées

(émulsions diluées ou les nanoparticules lipidiques solides (SLN)).
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A. Synthese du biodiesel

1. Définition et propriétés du biodiesel
Le biodiesel est un carburant alternatif au diesel classique, dérivé du pétrole. Il est préparé a
partir d'huile végétale ou animale transformée par une réaction chimique appelée
transestérification. Il est composé d'esters alkyles. Cette réaction consiste a faire réagir I'huile
avec un alcool, souvent le méthanol ou I'éthanol, afin d’obtenir des esters méthyliques ou
ethyliques en fonction de l'alcool utilisé. Au cours de cette réaction, un sous-produit est crée,
le glycérol. Généralement, la plupart des huiles utilisées donnent par hydrolyse des acides
gras ayant entre 16 et 18 carbones, tels que l'acide palmitique (hexadécanoique), linoléique
(octadécadienoique), oléique (octadécénoique) et stéarique (octadécanoique). Ces constituants
sont fonction de l'huile de départ. Des acides gras insaturesC{4§f sont par exemple
présents dans I'huile de noix de coco.
Les avantages du biodiesel, en comparaison avec le diesel classique, sont nombreux et les
principaux concernent la réduction des émissions d'échappement, la biodégradabilité,
'absence de soufre, le bilan énergétique positif, la compatibilité avec les moteurs diesel ainsi
gu’'avec les infrastructures distribuant le diesel. Un carburant classique est caractérisé par
différents parametres tels que son indice de cétane, sa viscosité cinématique ou encore la
stabilité oxydative. Ces propriétés dépendent de la composition du mélange, et donc de I'huile
utilisée lors de la réactidnD'aprés les travaux de Gerhard Knothe, l'indice de cétane, nombre
sans dimension illustrant le temps de retard a I'allumage dans la chambre de combustion d'un
moteur, varie selon les acides gras présents. Plus ce nombre est grand, plus le temps de retard
a lallumage lors de la combustion est court. C'est un parametre important relatif a la
combustion du carburant. Le nombre de cétane augmente en fonction de la longueur des
chaines alkyles, ainsi que du degré de saturation de ces chaines. Le nombre de cétane d'un
ester méthylique issu d'un acide palmitique est de 86 alors que celui d'un ester méthylique issu
d'un acide oléique est d'environ 55. Cette différence s'explique par l'insaturation présente dans
la chaine de l'oléate de méthyle, insaturation que n'a pas le palmitate de méthyle. De maniére
générale, une huile de colza a un nombre de cétane compris entre 51 et 55, alors que pour une
huile de soja, il est de 48-52. Pour le diesel classique, ce nombre varie entre 49 et 52. Gerhard
Knothe montre aussi que le nombre de cétane joue un role sur I'émission des oxydes d'azote.
En effet, en augmentant ce parametre, il y a une diminution des émissions d'oxydes d'azote.
La longueur des chaines et le niveau de saturation influence les émissions, et ces derniéres

sont réduites lorsque la majorité des esters méthyliques est saturée. Un parametre important a




prendre en compte est la viscosité. Pour les carburants, on parle de viscosité cinématique. Sa
valeur a 40°C pour le diesel classique est comprise entre 3 et 5 mm2/s. Concernant le biodiesel,
sa valeur est toujours dépendante de la composition du systéme. Ce paramétre augmente avec
laugmentation de la longueur des chaines des esters méthyliques ainsi qu'avec le niveau de
saturation. Le biodiesel préparé a partir d’huile de colza a une viscosité cinématique de
4,5 mm?/s.

La stabilité oxydative définit le temps durant lequel un carburant est utilisable. En effet, en
présence d'air, le carburant réagit avec I'oxygene et se dégrade. Le diesel est stable durant des
mois grace a différents additifs tels que les antioxydants ajoutés lors de la production du
carburant. En ce qui concerne le biodiesel préparé a partir d'huile végétale, la raison de
l'oxydation est la présence de double liaison dans les chaines d'esters. Les esters méthyliques
ayant une saturation complete des chaines (palmitate de méthyle, stéarate de méthyle...) ont
une stabilité oxydative supérieure a 24 heures, alors que celle des chaines insaturées n'est que
de quelques heures, donc il est nécessaire d’ajouter un additif pour remédier a cette oxydation.
Les propriétés du biodiesel sont assez proches de celle du diesel conventionnel. L'avantage du
biodiesel réside également dans I'absence de composés toxiques comme les oxydes d'azote

(NOy). C'est pourquoi sa production ne cesse d'augmenter comme le montre la Figure I-1.
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Figure I-1 - Production de biodiesel des principaux états membres européens
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2. Synthese du biodiesel par voie chimique
Le biodiesel est préparé industriellement par voie chimique. Cette réaction appelée
transestérification a lieu entre un ester et un alcool pour donner un second ester. Pour
accélérer la réaction de transestérification, on utilise deux types de catalyseurs. Ces
catalyseurs sont soit acides, soit basiques. La Figure |-2 représente le schéma général d’'une

réaction de transestérification.

H+
R—(I?—O—R' + R"—OH

=== R-C-O-R" + R—OH
o ouR"O" I

0]
Figure 1-2 - Schéma général d’une réaction de transestérification

Dans ce cas, les esters de départ sont les triglycérides (TG), diglycérides (DG) et
monoglycérides (MG) présents dans I'huile de colza, l'alcool est le méthanol. Concernant les
produits, le glycérol et les esters méthyliques correspondant aux acides gras de départ sont

présents (Figure I-3).

H,C——OCOR H,C——OH
HC——O0COR - 3ROH =——==—7=>= H(‘I—OH + 3 RCOOR!
H,C——OCOR HJC—OH

Triglycérides (TG) Glycérol (G) Esters d'alkyl

Biodiesel

Figure 1-3 - Réaction de transestérification des triglycérides

Le mécanisme de la réaction se produit en trois étapes successives (Figure 1-4) :




H,C——OCOR
HC——OCOR
H,C——OCOR
(TG)
H,C—— OH
HC——OCOR
H,C——OCOR
(DG)
HZC_OH
HC——OCCR
HEC_OH
(MG)

+

ROH ~——7-——

ROH ~————————

R'OH _

H,C——OH

HC——OCOR
H,C—— OCOR
(DG}
H,C—OH
HC——OCOR
H,C——OH
(MG)
H,C——OH
HC—OH
H,C——OH

(G)

RCOOR' (D)

Esters d'alkyl

RCOOR' (2)

Esters d'alkyl

RCOOR' (3}

Esters d'alkyl

Figure I-4 - Réactions successives de la réaction transestérification

La réaction de transestérification est equilibrée chimiquement. Les fonctionsprimaires

sont transestérifiéesn premier (étapes 1 et 2). Ces deux étapes sont rapides, alors

troisiéme étape est plus lehte

En catalyse basique, le mécanisrst présenté en Figure I-5.

Dans un premier temps, une attague nucléophile du carbonyle du triglycéride par

alcoolate forme un carbanion intermédiaire, il it de la phase d’addition. Ensuite, lors dt

phase d’éliminationla présencedu doublet de I'oxygene entred le départ du nucléofuc

Lorsque la fonction alcoolate du glycérol app;, I'alcoolate est régénéré. Le passage

monoglycéride a un estesemble étre une réaction déterminante car la stabilité

monoglyceérides est supérieure a celle des diglycé
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(o
I |
H,6—O0——C—R "'2‘|3 © C\<\F‘
HC—OCOR + R'O = - HC——OCOR
Phase d'addition
H,C——OCOR H,C——OCOR
[ OR' }
—~ | H,C—0Or O

H,C—O0—=C R | ”

| \<8. < = HC—OCOR + R—C—OR'
HC——O0COR Phase d"élimination

H,C——OCOR

H,C—— OCOR

H,C—O HoC——0H
HC——OCOR + BH* - - H(|)—OCOFl + B
H,C——OCOR H,C—— OCOR

Figure I-5 - Mécanisme de la réaction de transestérification catalysée par une b

Les catalyseurs les plusliges sont les alcoolates de métaux alcalinssONa par exemple),
les hydroxydes de métaux alcalins (KOH, NaOH) et les carbonates de $(NaCOs) ou
potassium (KCOs). Cependant, les catalyseurs typesONa sont les plus actifs et donne
rendementsupérieur a 98% en peu de temps (moins dheure). Le point négatif
catalyseurs est qu'ils doivent étre utilisés en absence d'eau dans le milieu réactioni
comme les alcoolates, les hydroxydes cétaux alcalins doivent cataly: la réaction de
transestérification en absence d'eau. L'avantage de ce type de catalylié a son co(t,
moins élevéfoutefois le catalyseur est moins a Leur inconvénient est g, lors de cette
réaction de l'eau est formée. Cette présence centraine I'hgrolyse et la saponification d
esters produits ; ce gaipour conséquence de réduire le taux de conversion de la réac

transestérificationmais aussi de rendre difficile la séparation du gly®.




Les catalyseurs comme le carbonate de potassium eévitent la réaction de saponification et
donnent des rendements en esters supérieurs a 95%. La formation du bicarbonate au lieu de
celle de I'eau explique cela et empéche I'hydrolyse des esters.

Le recours a la catalyse basique, en plus de la vitesse de la réaction plus élevée que celle
catalysée par un acide, est relatif au probleme de corrosion. En effet, les bases sont moins
corrosives que les acides. Au niveau industriel, cet aspect est important

Les catalyseurs (acide ou basique) sont utilisés en catalyse homogéne, c'est a dire que le
catalyseur ne forme qu'une seule phase avec le milieu réactionnel. Ainsi, un grand nombre
d'étapes sont nécessaires pour séparer et purifier le biodiesel du glycérol. En limitant ce
processus purification/séparation, la catalyse hétérogene rend donc moins colteuse la
production de biodiesel. Encinat al. ont montré qu’en catalyse hétérogéne, on pouvait
obtenir des rendements aussi €levés qu'en catalyse homogéene. La matrice constituée d'oxyde
de calcium dans laquelle est incorporée du nitrate de potassium présente alors plusieurs
avantages, comme son prix peu élevé, sa forte basicité, sa faible solubilité et sa facilité de
manipulation ainsi que son pouvoir catalytifjue

Les avantages de la catalyse hétérogéne par rapport a la catalyse homogéne se situent
essentiellement dans le nombre d'étapes nécessaire pour obtenir un produit pur. Pour la
catalyse hétérogéne, une simple filtration est suffisante pour séparer le catalyseur du milieu
réactionnel. Par contre, pour les deux types de catalyse, les réactions de transestérification
nécessite une température assez élevée (supérieure a 50°C) et un rapport molaire alcool/huile
important (au dela de 6). En général, les inconvénients de la catalyse homogene sont corrigés
par la catalyse hétérogene. Une nouvelle voie de catalyse a été étudi€e, il s'agit de la catalyse
enzymatique. Le Tableau I-1 résume les comparaisons entre les trois méthodes catalytiques

(acide, base et enzymatiqtie)
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Tableau I-1 - Comparaison des différentes catalyses

gat?'yse homogene Catalyse homogéne acide Catalyse.
asique enzymatique
Température de réaction 40-60°C 60-100°C 30-40°C

Présence d'acides gras
libres dans la matiére
premiere

Présence d’eau dans I'huile

Rendement

Saponification des
acides gras

Ralentissement de la
réaction

> 90%

Pas d'influence

Réaction entravée

> 90%

Pas d'influence

Peut montrer une
activité accrue

Dépend du type

d’enzyme

Plus ou moins facile en
fonction de la quantité
d’'alcool ajoutée

Récupération du glycérol Difficile Facile

Etapes de lavage

e Facile Pas nécessaire
répétées

Purification du biodiesel

Co(t de la catalyse Faible Faible Elevée

Plus lente que la
catalyse acide et
basique

Rapide par rapport a | Lente par rapport a la

Vitesse de réaction catalyse acide catalyse basique

3. Synthese du biodiesel par voie enzymatique
Les enzymes sont des biocatalyseurs naturels utilisées dans un grand nombre de domaines tels
que la chimie organique, la pharmacie, les biovecteurs, les piles & comblsHioles la
synthése du biodiesel, les lipases sont des enzymes intéressantes. Les lipases (triacylglycérol
ester hydrolases, EC 3.1.1.3) sont des enzymes hydrosolubles capables de décomposer les
triglycérides en acides gras et glycérol. En 1990, la structure du site catalytique a été mise en
évidence par des études cristallographiques. Brdyl. ont montré que la structure
tridimensionnelle permet de comprendre I'activité des lipaske® boucle peptique couvre le
site actif, en jouant le réle de couvercle (lid). Selon la nature du substrat et de I'environnement,
cette boucle peut s'ouvrir et permettre I'accés au site actif. Ce changement de conformation est
la base du fonctionnement des lipases. En fonction du milieu environnant la lipase peut avoir
deux activités. En milieu aqueux, la lipase catalyse I'hydrolyse des triglycérides en acides gras

et glycérol alors qu'en milieu non aqueus, il y a transestérifi¢ation
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a. Choix de I'enzyme

La catalyse enzymatique dépend de plusieurs parametres (Figure I-6). Tout d’abord, le choix
de I'enzyme est primordial car chaque enzyme possede sa propre fonctionnalité. Plusieurs
lipases peuvent jouer le réle de catalyseur pour l'estérification ou la transestérification d'une
huile végétale, comme la lipa§€andida rugosa, Candida antartica, Penicillium cyclopium,
Pseudomonas fluorescens, Chromobacterium viscosum, Rhizopus olkyzdgase
pancréatique porcine ou encore la lipadacor miehei Plusieurs études ont montré la
faisabilité de la réaction avec ces différentes lipases. Dans le cas de la synthése de biodiesel,
les lipases les plus couramment utilisées sont la lipasmr miehei Candida rugosa ou
Candida antarctic. Concernant le substrat, il doit exister une corrélation avec I'enzyme.
D’autre part, le rapport molaire alcool/huile est important, car il peut avoir deux effets sur la
préparation du biodiesel. Des quantités trop grandes peuvent inhiber I'enzyme au point de la
rendre inactive. Mais un rapport molaire trop faible ne sera pas suffisant pour transestérifier
'ensemble du substrat présent. Pour ce qui concerne la température, elle doit correspondre a
la gamme de température optimale de fonctionnement de I'enzyme. D’autres parameétres entre
en compte lors de la synthése d'esters, spécifigues a chaque enzyme, comme I'ajout d’eau.
Certaines lipases ont une préférence pour une catalyse sans ajout d’eau. Par contret Nelson
al. ont mis en évidence qu’un faible ajout d’eau permet d’augmenter le rendement de la
réaction de transestérificatibrC’est le cas de la lipaséseudomonas cepacia qui avec ajout
d’eau permet d’améliorer la conversion (60-84%). Un autre parameétre important est le pH

d'immobilisation de I'enzyme dans des matrices.

12



Chapitre | : Généralités

Choix de
'enzyme

l

Choix du substrat
(huiles et alcools)

/- y

Avec solvant
organique
Paramétres \L
basiques Rapport molaire
(alcool:huile)
\ / Température \\
Force ionique Concentration en
Paramétres de l'eau glycérol
spécifiques .
pectia Quantité d'eau - pH de
ajoutée Additifs  p'environnement

spécifiques  de la lipase

Figure I-6 - Paramétres influencant la catalyse enzymatiqu@

Shahet al. ont comparé la transestérification de I'huile de Jatropha par trois ligasesda

rugosa, Chromobacterium viscosw@nla lipase pancréatique porcihéd’aprés leurs résultats,

seule la catalyse effectuée par la lipa3eromobacterium viscosurdonne un taux de
conversion de l'ordre de 60%. La réaction réalisée avec les deux autres lipases conduit a un
rendement quasi nul. Il est également possible d’utiliser un mélange de deux enzymes pour
synthétiser du biodiesel. D’aprés les travaux de &ral., le pouvoir catalytique est accru
lorsque les lipaseGandida rugosa eRhizopus oryzasont mélangéés D’autres équipes de
recherche ont immobilisé la lipase sur une résine. C'est le cas d& @grqui ont répertorié

les résultats plusieurs études dans leur réugont une ou la lipas€andida antartica est
immobilisée sur une résine acrylique et dont son utilisation donne une taux de conversion
supérieur & 909 ''°. Cette lipase a également fait I'objet d'une étude sur la catalyse
enzymatique de la réaction de transestérification assisté par uffrasonésulte de ces
travaux que le fait de soumettre le milieu réactionnel aux ultrasons favorise le rendement
L’effet de la nature de I'alcool sur la réaction de transestérification des triglycérides a étée
résumé par Fukudat af®. Par exemple, en utilisant I'huile de colza comme substrat et la
lipase Candida rugosa sous forme de poudre, un taux de conversion de 97% est obtenu.
L’alcool utilisé dans cette réaction n'est pas commun, il s'agit du 2-éthyl-1-hexanol. Une
réaction réalisée avec la lipabucor mieheiimmobilisée sur une résine poreuse dans un

systéme sans solvant donne une conversion supérieure & 85% des esters’delt&hartol

13



est un alcool qui peut étre utilisé pour la transestérification des triglycérides et les résultats
donnent un rendement en esters éthyliques supérieur a 80% dans le cas d’'une catalyse réalisée
par les lipasesucor miehel®, Candida antarctic® et Pseudomonas cepaéfaPar contre,

cette derniere lipase n’est pas efficace en fonctionnant avec du méthanol car la réaction de
transestérification de I'huile de palme a donné une conversion de seulemefit.15%
Concernant la méthanolyse, Shimadaal. montrent que la lipaggandida antarctica est la

plus efficace parmi les lipases testéefi a également mis en évidence l'inactivation de la
lipase quand la quantité de méthanol ajouté au systeme est trop grande c'est-a-dire a partir du

rapport molaire méthanol/huile égal a 3.

b. Propriétés de la lipaseMucor miehei

Dans ce travail, nous avons utilisé la lipddacor Miehei (Mm-L) Elle est extraite d’'un
champignon (Aspergillus oryzae). Sa masse molaire est de 31600 Da et son point
isoélectrique de 3,8. De structure globulaire (4-5 nm), la lipase Mm-L a été décrite pour la
premiére fois par Bradgt al’ (Figure 1-8). Cela a permis de montrer que le site actif est
composeé d’une triade catalytique constituée de sérine, histidine et d’acide aspartique protégée

par une boucle peptidique (Figure I-7).

Histidine
N—
HC// ”CH
\ Acide
Sérine ~ aspartique
(o]

Hp \\\@
C—on C\"\'o

Enzyme

Figure I-7 - Représentation du site actif de I'enzyme

D’un point de vue général, I'enzyme est décrite comme une chaine polypeptidique de 269
eléments aminoacides. Elle est repliée sous forme de feuillets (appelé fauileis par des
boucles et des segments hélicoidaux (hel)jcd outes ces boucles sont situées a droite, ce qui
entraine un arrangement du feuillet central asymétrique. Trois ponts disulfures stabilisent la

molécule. Un segment de protéine sous forme d’hélice protege le site actif. Cest le
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déplacement de cette hélice constituée de 15 acides aminés qui entraine l'activation de
I'enzyme. Aprés I'ouverture du site actif, une surface de 800 A2 est alors disponible.

La catalyse par la lipase a lieu a l'interface « lipide-eau ». Ce phénoméne est appelé activation
interfaciale. L'activation est une étape essentielle lors de la catalyse. Des études montrent que
des liaisons hydrogene entre un acide aminé (arginine 86 noté Arg 86) et la surface de
I'enzyme stabilisent la conformation du « lid » dit ou¥&tt A linterface eau-lipide, il y a

un phénoméne de désolvatation de cet acide aminé (Arg86) qui joue un role clé dans le

processus d’activatién

Figure I-8 - Structure de la lipaseMucor miehel dans sa forme fermée (A,C) et ouverte (B,D)
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Figure 1-9 - Mécanisme catalytique de la lipase

Pour la réaction de transestérification, la catalyse s’effectue en 4 étapes (Figure 1-9). Elle est
basée sur le principe clé/serrure. Lorsque I'huile (substrat) arrive sur le site actif, 'oxygene de
la sérine attaque le site C=0 du substrat, qui est activé par la liaison hydrogéne établie entre le
substrat et I'acide aspartique (étape A). Ensuite, une liaison covalente est créée entre un atome
de carbone du substrat et 'oxygéne de la sérine. Il y a alors une réorganisation des charges.
L’histidine capte un proton de la sérine tandis qu’un autre proton est cédé a l'acide aspartique
afin de rester neutre (étape B). C’est I'étape d’acylation. Un groupement alcool est libéré a
cause de la force motrice puisque la création d’'une double liaison (C=0) est plus favorable
gue deux liaisons simples (O-C-O) (étape C). Le processus continue avec l'attaque du
nucléophile, en effet, la liaison C=0 interagit avec l'oxygéne du méthanol, activé et
coordonné par celui de I'acide aspartique. Enfin, la création de la liaison entre 'oxygéne du

méthanol et le groupement carboxyle entraine la libération de I'ester (étape D).

La réaction de transestérification catalysée par la lipasmor miehei(Mm-L) a été étudiée

par plusieurs groupes. Nelsehal. ont examiné la catalyse de plusieurs huiles par la lipase
Mm-L dans I'hexane dans des conditions de réaction différentes. La conclusion de cette étude
est que, quel que soit le type de substrat et I'alcool utilisé (méthanol, éthanol, butanol,
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isobutanol et propanol), le rendement de la réaction de transestérification est supérieur & 90%
Toutefois, en immobilisant la lipase sur une résine macroporeuse, le rendement de la réaction
de transestérification diminue de 98% a 68%. D’autres lipases ont été investies, mais les
résultats montrent que la lipas®icor miehei utilisée dans des conditions moins drastiques,

est la plus efficace. Fukudet al. ont étudié la transestérification d’huiles provenant de
différentes origines en choisissant également comme catalyseur les lpas@s miehei
Candida antarctica ePseudomonas cepaéfaDe maniére générale, toutes ses lipases sont
appropriées pour transestérifier les huiles utilisées telles que I'huile de tournesol, huile de
poisson, I'huile usagée ou encore I'huile de soja. Le choix du solvant organique pour effectuer
la réaction de transestérification catalysée painaL a fait I'objet d’une étude réalisée par
Antczak et af'. Le solvant organique donnant un rendement en esters le plus élevé est
’hexane (94%), alors qu’une réaction dans l'acétone ne produit que 20% d’esters. lls ont
aussi mis en évidence I'importance du choix de I'alcool. Les réactions réalisées dans I'hexane
avec comme catalyseur la lipaBricor mieheiproduisent de meilleurs taux de conversion
avec I'éthanol (98%) comparé au méthanol (73%). D’autres alcools comme lisobutanol

permettent d’atteindre un rendement de 98,5%.

c. Parametres influencant la réaction de transestérification

Pour maitriser une réaction de transestérification, il est nécessaire d’optimiser les différents
parametres qui jouent un réle relativement a son rendement. Ces parametres sont la nature du
catalyseur, de l'alcool et de I'huile, le rapport molaire alcool/triglycérides, la température, la
pureté de 'huile, la vitesse d'agitation et le temps de réaction.

i.  Lanature de l'alcool
La réaction de transestérification est une réaction équilibrée. Le fait d'ajouter I'alcool en exces
permet de forcer la réaction dans le sens de la production des alkyls esters. Les alcools utilisés
sont des mono-alcools aliphatiques primaires ou secondaires et les plus couramment
rencontrés sont le méthanol, I'éthanol, le propanol et le butanol. Cependant, I'éthanol et plus
particulierement le méthanol di a son co(t faible (et a la courte longueur de sa chaine) et a
leur polarité élevée sont les deux alcools que I'on retrouve le plus souvent dans le processus
de transestérification d'une huile végétale.
Des études ont montré que I'homogénéité du mélange huile/alcool dépend de la longueur de la
chaine carbonée de I'alc8blEn effet, plus la chaine de l'alcool est longue, plus I'‘émulsion

formée par 'huile et l'alcool est stable. Dasdral ont travaillé sur l'influence de plusieurs
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alcools (méthanol, éthanol et isopropanol) en chauffant & 150°C et sans utilisé c&fayseur
montrent que l'isopropanol a une activité plus faible que celle du méthanol et de I'éthanol, ces
derniers ayant un comportement similaire. Cela s'expliqgue par I'encombrement stérique de
I'isopropanol qui entraine une répulsion des groupements entre eux.

On doit noter que la provenance de I'alcool donne des caractéristiques differentes au biodiesel.
En effet, I'éthanol issu de la fermentation du sucre (canne a sucre ou betterave) rend le

biodiesel moins nocif que celui obtenu a partir de méthanol.

ii.  Le rapport molaire alcool/huile
Ce rapport est I'un des parametres les plus importants de la réaction de transestérification
puisqu'il dicte la vitesse de réactfdnLa stoechiométrie de la réaction est de 3, c'est a dire
gue 3 moles d'alcool doivent étre utilisées pour transestérifier une mole de triglycérides. Cette
condition permet d'obtenir une mole de glycérol et 3 moles d'esters d'acides gras. En fonction
du type de catalyseur, la quantité d'alcool nécessaire est variable. En effet, lors d'une catalyse
basique, le rapport molaire doit étre au moins de 6. Un rapport supérieur rend la purification
du biodiesel difficile. Lors d'une catalyse acide, l'alcool doit étre en fort excés pour obtenir un
rendement proche de 100%. Zhesigal en 2006 ont transestérifié une huile de friture avec

H,SOx. lls ont montré qu'un rapport molaire huile/méthanol de 245 est néc&ssaire

li.  Composition de I'huile
La composition de I'huile utilisée dans le cadre d'une réaction de transestérification peut avoir
une influence sur le rendement. D’autre part, la présence d'eau et d'acides gras libres est
également a prendre en compte. Si 'huile contient une quantité non négligeable d'eau ou
d'acides gras libres, une réaction "parasite” a lieu, la saponification des triglycérides (Figure I-
10).

H,C——OCOR H,C— OH
HC—OCOR + 3(Na” +OH) ——— H(l:—GH + 3(RCOO, Na™)
Saud ions uarhux;t'luias
H,C——O0OCOR S H,C—0OH (Savon)
(TG) (G)

Figure 1-10 - Réaction de saponification des triglycérides

En présence d'eau, il y a hydrolyse des triglycérides. Cela entraine la formation de glycérol et

d'acides gras libres. Cette présence d'eau conduit donc a une baisse du rendement de la
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réaction due a la formation de savons issus des acides libres formés. Cepeneaia, fd

montré que la présence d'eau est plus nocif au rendement que celle des acitfes libres

Le fait de stocker certaines huiles peut également entrainer I'hydrolyse des triglycérides et
I'huile devient alors acide. A cause de cette acidité, le rendement de la réaction de
transestérification catalysé par une base de ce type d'huile est limité a cause de la formation de
savons. Dans ce cas, un catalyseur acide est recommandé pour les huilés. avides
résoudre ce probleme d’acidité de I'huile, plusieurs études ont été développées. Par exemple,
il est possible d’envisager deux réactions, la premiere étant I'estérification des acides gras
libres par un catalyseur acide, tandis que la deuxieme est la transestérification des

triglycérides par une ba¥e

iv. Latempérature et le temps de réaction
Ces deux parametres sont inter-dépendants car la vitesse de réaction est gouvernée par la
température du milieu réactionnel. Dans le cas d'une catalyse basique, la réaction de
transestérification peut avoir lieu a température d'ébullition de l'alcool et a pression
atmosphérique a la condition que l'huile soit trés pure. Une huile quelconque peut étre
transestérifiée mais la température doit étre augmentée (240°C) et la pression doit atteindre
9000 kPa. Dans ces conditions, l'estérification des acides gras libres et la transestérification
des triglycérides ont lieu simultaném&ntreedmaret al. montrent qu'en catalyse basique,
80% de triglycérides sont convertis en une minute quand la température est augrEentée
catalyse acide, la vitesse de réaction est beaucoup moins importante. L'augmentation de la
température permet de contourner ce probléme de vitesse de réaction. Une étude réalisée par
Poréet al a pour conclusion qu'une réaction effectuée a 120°C a pour conséquence une

hausse du rendeméht

B. Immobilisation d’enzyme

La catalyse enzymatique, en plein essor grace a la biocompatibilité et la biodégradabilite,
offre un environnement réactionnel optimal d’un point de vue écologique. Toutefois, le prix
elevé des enzymes reste un frein au développement de ce type de catalyse. Un moyen de
réduire ce colt est de les immobiliser sur des supports afin de pouvoir réutiliser le
biocatalyseur.

L'immobilisation des enzymes dans des supports est une méthode qui a pour but d'augmenter
le recyclage du biocatalyseur. Cette technique consiste a confiner I'enzyme dans un espace ou

dans un réseau en vue de restreindre sa mobilité. Il existe trois catégories d'immobilisation
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d'enzyme : I'adsorption sur un support, I'encapsulation dans le support et la rétifuRation
immobiliser 'enzyme, on doit considérer son efficacité, le maintien de I'activité de I'enzyme
et le taux d'enzyme dans le support. Concernant le choix du support, il doit présenter des
propriétés physiques appropriées a la méthode dimmobilisation utilisée telle que la taille et la
densité des particules et leur densité, I'nydrophobicité ainsi que la résistance mécanique. Des

conditions optimales pour avoir une immobilisation satisfaisante doivent étre recherchées.

1. Conditions nécessaires a l'immobilisation
Les propriétés de I'enzyme et du support peuvent étre différentes. Il n'existe pas de méthode
universelle pour obtenir les conditions optimales a I'immobilisation. L'enzyme, le support et
les conditions de la réaction doivent étre pris en considération pour obtenir un bioréacteur le
plus efficace possible. Hudsat al. ont développé une méthodologie d'immobilisation et
présenté un schéma illustrant un protocole d'immobilisation sur des matériaux més8poreux
(Figure I-11). Mais le questionnement reste le méme pour tous les autres supports. La
premiere étape dans la conception d'un biocatalyseur est la sélection de I'enzyme. Chaque
enzyme a une fonction spécifique (hydrolase, oxydo-réductase, lyases etc.) et trouve son
application pour une réaction définie. Ensuite, il faut connaitre les caractéristiques de cette
enzyme comme sa taille, sa forme et sa structure. D'autres propriétés sont propres a chaque
enzyme, tels que le point isoélectrique ou la nature des acides aminés présents en surface.
L'étape suivante est le choix du support dimmobilisation. Il sera sélectionné en fonction de
ses caracteristiques texturales, structurales et morphologiques. Dans le cas des matériaux
mésoporeux que nous avons utilisés, la taille des pores, le volume poreux sont a considérer
ainsi que la nature chimique du matériau (point isoélectrique). Une fois un accord trouvé entre
les caractéristiques de I'enzyme et celles du support et la compatibilité vérifiee, I'activité de
I'enzyme immobilisée doit étre testée. Si le résultat est satisfaisant, le biocatalyseur est réalisé

avec succes.
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Sélection del'enzyme a immobiliser

\

Caractéristique de I'enzyme:
Taille, forme, structure
Point isoélectrique, groupements en surface
Stabilité

Sélection du
support

Caractérisation du support:
Surface spécifique, taille des pores, volume poreux
Epaisseur des murs
Ordre, forme des canaux

Taille des particules, morphologie
Groupes fonctionnels de surface, charges

Stabilité
Non /c:ng_elment de

support

Compatible?

Adsorption:
Influence de la taille des particules, pH, force ionique, conditions
expérimentales
Isothermes d’adsorption, capacité de chargement
Force des interactions

Enzyme immobilisée

stable_?/

Oui

Activité:

Relative par rapport al’enzyme «libre »
Durée de vie et stabilité ala chaleur
Stabilité au recyclage
Activité dans les milieux

\ Non

\J/ Oui

Biocatalyseur correctement préparé

Figure I-11 - Schéma méthodologique d'immobilisation d'enzyme

2. Les différentes méthodes d'immobilisation d'enzyme
Il existe plusieurs types d'immobilisation : I'adsorption, I'encapsulation et la réticulation. Dans
I'immobilisation par adsorption, il est possible de lier I'enzyme au support par liaisons
physiques ou par liaisons covalentes. Des supports solides sont utilisés pour accueillir
I'enzyme comme les silices préparées par voie sol-gel, les verres poreux, les gels polymeres
naturels ou synthétiques et plus récemment les matériaux mésoporeux silicatés organisés.
Cependant, une technique permet de ne pas utiliser de support, c'est la technique dite du

"cross-linking” (réticulation). Les enzymes se condensent individuellement entre elles et
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forment une grosse particule sous forme d'agrégats grace a des agents liants, entrainant un
couplage des groupes situés aux extrémités de l'enzyme (amines nucléophiles, acides
carboxyligues etc.). Ces groupes peuvent aussi étre liés au support par des interactions de type
physiques (forces électrostatiques, van der Waals, liaisons hydrogéne...) ou chimiques

(greffage covalent). Pour que ces immobilisations soient efficaces, il est nécessaire que les

supports possedent des groupes de surface comme des hydroxydes (-OH), des groupes
carboxyligues (-COOH) ou amines (-MWH La Figure 1-12 schématise les différentes

meéthodes d'immobilisation d'une enzyme sur un support.

Adsorption Adsorption Encapsulation « Cross-linking »
physique chimique

Figure 1-12 - Méthodes d'immobilisation

a. Adsorption physique (physisorption)

La méthode consiste a fixer I'enzyme sur le support par liaisons physiques. C’est la technique
la plus simple a mettre en ceuvre car une simple immersion du support dans la solution
enzymatique permet d’obtenir une adsorption via des liaisons hydrogéenes ou des interactions
faibles comme les forces de van der Waals. Ces interactions sont réversibles et dépendent
fortement du point isoélectriqgue de I'enzyme. Cette méthode, peu colteuse, dénature peu,
voire pas l'enzyme. Toutefois, le fait d'adsorber I'enzyme rend quelques sites actifs
inaccessibles, car elle forme soit une multicouche a la surface du support, ou pénetre
profondément dans les pores. L'idéal serait d’obtenir une monocouche de molécules
d'enzymes adsorbées a la surface du support. Un autre point négatif de cette méthode
concerne la désorption de I'enzyme due aux faibles forces d'interaction avec le support. Un
changement de température, de concentration ou de force ionique du milieu peut également
entrainer la désorption. Serhal. ont réussi a limiter le phénoméne de désorption en ajustant

le diamétre des pores du support & celui de I'enZ{m@e plus, d’aprés les travaux de
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Takahashiet al., cet ajustement permet d’obtenir une activité enzymatique plus importante
gue lors d’une immobilisation ou le diamétre de I'enzyme ne correspond pas a celui des pores
du suppof®. Des traitements post-immobilisation peuvent étre également réalisés pour
réduire I'ouverture des pores et rendre la surface plus hydrophobe. Toutefois, il a été reporté
gu'une modification excessive de I'hydrophobicité de la surface du matériau de type
MCM-41 entraine une adsorption limit8e Blanco et al. ont fonctionnalisé un matériau
mésoporeux silicaté par des groupements ottyde de cette facon, la lipas@andida
antarcticaest adsorbée sur le support par des interactions hydrophabpesie la procédure
d'immobilisation, le matériau a été aspergé déthanol. Cet ajout d’éthanol augmente
I'hydrophobicité de la surface du support et permet d'une part, d'immobiliser davantage
d’enzyme (500 mg/g contre 200 mg/g en absence d'éthanol) et d'autre part, I'activité

catalytique est quadruplé.

b. Adsorption chimique (chimisorption)
Une maniére de remédier au probléme de désorption de I'enzyme est de la lier au support de
facon covalente.
Pour que la chimisorption soit efficace, une modification de la surface du support est souvent
nécessaire. Pour cela, il existe une grande variété de fonctions permettant le greffage. Par
exemple, I'étude de Yiet al. porte sur la fonctionnalisation du matériau SBA-15 (matériau
préparé a partir du copolymére triblocs P123) dans le but de lier 'enzyme au ‘€uiport
cette facon, l'immobilisation est plus efficace et conduit a une possible réutilisation
conséquente du catalyseur comme I'ont montré 8a$** La modification de la surface du
support a été faite selon deux méthodes : une fonctionnalisation post-synthese et une
fonctionnalisation in-situ par des groupements thiol est prometteur. Cette derniere voie
semble étre intéressante. Pour ce type d’adsorption, si I'enzyme est immobile au sein du
support, une baisse de son activité peut avoir lieu. L'inconvénient majeur de cette méthode
concerne la fonctionnalisation du support rendant les conditions de travail plus contraignantes.
La modification de la surface du support conduit a une augmentation du codt du biocatalyseur.
Les propriétés de lI'enzyme peuvent étre modifiées lorsqu'elle est adsorbée chimiquement. En

effet, la conformation de I'enzyme peut changer en entrainant une baisse de son activité.
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c. Encapsulation

Cette technique consiste a inclure I'enzyme dans un réseau de natures diverses (organique,
inorganique). La différence entre l'adsorption physique et I'encapsulation n'est pas trés claire
selon Sheldonet al., car les interactions sont les mémes a la seule différence qu'en
encapsulant I'enzyme, elle ne peut plus se désoriDans le cas d'une adsorption physique,

le support est synthétisé avant ['étape d'immobilisation, il est comme "préfabriqué”.
L'encapsulation d'une enzyme requiert la synthese du matériau en présence de I'enzyme. Les
inconvénients de cette technique sont intrinséques a la synthése du support. Des températures
élevées peuvent étre nécessaires et rendre ainsi I'enzyme inactive. L'utilisation de solvant peut
aussi étre une raison de la dénaturation de I'enzyme. Galaetealu ont synthétisé un
matériau mésoporeux spongieux dans lequel une enzyme tres fragile a été introduite durant la
synthése en ajoutant du lactose pour protéger I'enzyme lors de la formation difr&etse
encapsulation dans des matériaux spongieux silicatés conduit a des activités enzymatiques
nettement supérieures a celles obtenues pour une méthode d’encapsulation par voie sol-gel.
Macario et al. ont encapsulé la lipa@kizomucor miehdors de la synthese de nanopsheres

de silicé®.

d. Cross-linking (réticulation)

La réticulation consiste a lier les enzymes entre elles par leurs groupes terminaux et par des
agents liants. Des agrégats et des cristaux sont ainsi formés et sont appelés respectivement
"cross-linking enzyme aggregate€LEA) et "cross-linking enzyme crystalsCI(EC). Cette
technique offre plusieurs avantages puisque la concentration d'enzyme dans le catalyseur est
élevée, I'enzyme est bien protégée et enfin le colt de production dd a l'absence de support
devrait étre faible.

Il n‘existe pas de méthode d'immobilisation idéale. Le choix de la technique dépend de
I'enzyme utilisée, du support et de l'objectif de I'immobilisation. Le couplage de plusieurs
méthodes d'immobilisation peut donner lieu & de meilleurs résultats. Par exempk, &im

ont ajouté des enzymes réticulées dans une matrice mésoporeuse “ilicatéea permis de
maintenir I'activité du catalyseur jusqu'a 6 jours a 100% alors que pour une enzyme

uniquement adsorbée, son activité est quasi nulle au bout de 6 jours.
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3. Matériaux utilisés comme support d’enzyme
Les propriétés de I'enzyme immobilisée sur un support sont gouvernées par les propriétés de
I'enzyme mais également par celles du support. Parmi les supports couramment utilisés, on
retrouve des polymeres synthétiques organiques, des biopolymeres et des supports

inorganiques type silice poreuse.

a. Les polyméres synthétiques organiques

Diverses résines acryliques sont utilisées comme support pour immobiliser des enzymes par
physisorption. Par exemple, la lipaSandida antarctica adsorbée sur une résine acrylique
macroporeuse est commercialisée sous le nom de Novozym 435. Cependant, le probleme du
relargage de I'enzyme dans le milieu réactionnel reste toujours présent. Cette désorption peut
étre évitée en liant de maniére covalente I'enzyme a la résine. Pour cela, la surface du
polymére doit étre fonctionnalisée et le copolymeére Eupergit® C est I'un d’entre eux, souvent
utilisé. L'avantage de ce polymeére est qu’il possede en surface une forte densité de
groupements oxydes d’éthyléne offrant de nombreux points d’accroche a 'enzyme. Grace aux
liaisons covalentes, Kallenberd al. ont réalisé plus de 800 cycles en conservant 60% de

I'activité initiale de I'enzym&..

b. Les polyméres naturels

Les biopolyméres peuvent également servir de support pour I'immobilisation d’enzyme. La

cellulose et autres polysaccharides dans lesquels I'enzyme est adsorbée chimiquement sont
utilisés dans des réactions en flux continue. Par exemple, pour produire des acides L-aminés
par le procédé Tanabe, une cellulose modifieée sur laquelle est fixée une enzyme est employée

depuis plus de 40 affs

c. Les supports inorganiques

Plusieurs familles de matériaux peuvent étre choisies comme support, tel que les silices, les
zéolithes et les matériaux mésoporeux silicatés. Les silices mésoporeuses les plus rencontrés
pour I'adsorption d’enzyme sont les matériaux SBA-15 et les MCM-41. Ces matériaux offrent
des caractéristiques intéressantes. lls possedent des pores d’'un diamétre uniforme, une trés
grande surface spécifique et un volume poreux important. lls sont également inertes et stables
a température élevée. De plus, leur surface peut étre fonctionnalisée facilement.

Cependant, la physisorption est la technique d’'immobilisation la plus répandue, car trés

simple, pour ce type de support. Mais la faible stabilité opérationnelle (au cours de la réaction)
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conduit & la chimisorption de I'enzyme. Cela est possible en modifiant la surface du matériau
par des groupements fonctionnels comme les hydrocarbones aliphatiques, les groupements
thiols, vinyliques etc. Les groupements amine sont souvent utilisés pour coupler 'enzyme a la

surface.

d. Microémulsions inverses

Les matériaux présentés jusqu’a présent peuvent étre qualifiés de « supports conventionnels ».
Des études montrent qu’il est également possible d'immobiliser des lipases dans des
microémulsions inverses E/H. Les travaux de Xenaisal. ont montré que l'activité
catalytique de la lipaséucor mieheiest maintenue lorsque cette derniére est encapsulée dans
une microémulsion inverse dont le milieu continu est I’hexane, le propanol jouant le réle de
tensioactif. En terme de stabilité, I'activité de la lipddecor mieheiencapsulée dans une

telle microémulsion est conservée & hauteur de 80% aprés 20 jours d'inctibaties
microémulsions peuvent également étre préparées a partir de tensioactifs plus conventionnels
et cette méme équipe grecque a utilisé le dioctyl sulfosuccinate de sodium (AOT) ou de la
|écithine en présence de biopolymeres naturels comme I'hydroxypropyl méthylicellulose
(HPMC) pour formuler des microémulsions invefée€es systémes sont formulés dans la
plupart des solvants apolaires, a I'exception de l'acétone et sont utilisables dans des
conditions douces dans des réactions de synthése en milieu organique non polaire ou
relativement peu polaire. Les résultats montrent que l'activité catalytique est maintenue
pendant 6 expériences consécutives. On note également que l'activité de la lipase encapsulée
dans une microémulsion préparée a partir de Iécithine est supérieure a celle préparée a partir
d’AOT. De plus, les performances de I'enzyme sont améliorées en fonction de la teneur en
eau dans le coeur de la microémulsion inV8rsB'autre part, le rapport eau/AOT peut
influencer I'activité de la lipase. Il a été montré qu’avec les lipRsesmplicissimurn, et des
lipases R.delemaat R. arrhizusl’'activité maximale est obtenue pour des rapports 6 et 9.

e. Matériaux mésoporeux

Les propriétés des matériaux mésoporeux influencent I'immobilisation de I'enzyme. Un bon
accord entre les propriétés du support et celles de I'enzyme conduisent a un taux d’adsorption
optimal. Zhou et Hartmann ont développé dans leur publication les différents facteurs jouant

un réle dans 'immobilisation d’enzyme sur des matériaux mésopSreux
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i. Effet de la taille des pores sur 'immobilisation
Les premieres études d’'adsorption d’enzyme ont été réalisées sur des matériaux mésoporeux
MCM-41 ayant des diametres de pores de 4 nm. La quantité d’enzyme adsorbée était tres
faible (moins de 1 mg/g de MCM-41). La synthése de matériaux ayant de plus grand pores a
généré plus d'intérét pour I'étude de 'immobilisation d’enzyme. Dans ces travaux, Takahashi
et al. ont montré la dépendance de la taille des pores sur I'adsorption d’éhAyme cela,
les auteurs ont synthétisé des matériaux FSM-16 (de 2,7 & 8,9 nm), des matériaux MCM-41
(de 5,0 a 6,6 nm) et des matériaux SBA-15 (de 5,0 a 9,2 nm) dans lesquels une physisorption
de peroxydaseHorseradish peroxidagea été réalisée. Il en résulte que les taux d’adsorption
les plus élevés ont été observés sur les matériaux ayant des pores d'une taille supérieure a
5 nm. Pour les matériaux bénéficiant d’'un diameétre poreux inférieur, I'enzyme s’adsorbe sur
la surface externe du support. Cela est également lié a la taille de 'enzyme. L’accord entre la
taille de I'enzyme et celle des pores du support est important car il a été remarqué qu’'une
augmentation de I'activité enzymatique est détectée lorsque la taille des pores du matériau
correspond a celle du support. De maniere générale, les matériaux mésoporeux organisés
présentant des pores d'un diametre inférieur & 5 nm possedent une capacité limitée
d’adsorption d’'une enzyme de masse moléculaire de 40 000 Da et plus. Des supports
possédant des pores du méme ordre de grandeur que I'enzyme présentent un faible taux de

relargage.

ii. Effet de la structure et de la morphologie sur 'immobilisation
Les matériaux mésoporeux organisés sont caractérisés en plus de leur porosité, par une
organisation des pores. Les matériaux MCM-41 et SBA-15 ont une structure des pores
unidimensionnelle due a leur organisation hexagonale. Dans ce type de structure, la diffusion
de I'enzyme dans les pores peut étre limitée si les pores sont bouchés. Ce n’est pas le cas des
matériaux SBA-15 et MCM-48 qui ont une structure tridimensionnelle ou les pores sont
interconnectés. La diffusion de I'enzyme peut ainsi avoir lieu plus facilement. Bztllals
ont démontré l'influence de la structure des matériaux SBA-MCM-48 et MCM-4F2 sur
'adsorption de cytochrome c. L'adsorption maximale a été observée lors de I'utilisation du
matériau MCM-48 comme support. Cela est du a sa structure des pores interconnectés et a sa
surface spécifique, supérieure a celle des autres matériaux. La morphologie du support est un
parameétre jouant un réle clé dans I'immobilisation. Une étude comparative a éte réalisée par
Fanet al®. Ils ont adsorbé du lysozyme sur le matériau SBA-15 sous différentes formes,

tubulaire et conventionnelle. Les résultats montrent une adsorption plus importante du
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lysozyme sur le matériau SBA-15 sous forme tubulaire en comparaison avec le matériau
SBA-15 conventionnel. Yanget al. ont modifi€ morphologiqguement des matériaux
mésoporeux et ont immobilisé du lysozyme dedans. La capacité d’adsorption des matériaux
dépend fortement de la morpholotie D’aprés Yanget al., les matériaux mésoporeux
comportant des spheres creuses sont des supports pouvant adsorber une plus grande quantité

de molécules biologiques.

iii.  Effet des propriétés de surface sur 'immobilisation
Les matériaux mésoporeux peuvent étre préparés a partir de différents molécules servant
d’empruntes. Selon la nature et la composition chimique de ces tensioactifs, les propriétés de
surface des matériaux sont modifiées. L’équipe de Takahashi ont comparé dans leurs travaux
l'effet de la nature des tensioactifs utilisés pour la synthese de matériaux sur
l'immobilisation™. lls ont conclu que les matériaux préparés a partir de tensioactifs
cationiques (MCM-41 et FSM-16) adsorbent plus que le matériau SBA-15 préparé a partir de
tensioactifs non-ioniques (P123). Cela est expliqué par les charges portées par la surface du
matériau. En effet, la surface du matériau MCM-41 est plus chargée négativement que le
matériau SBA-15. Le point isoélectrique de I'enzyme est une valeur importante dans I'étude
de son immobilisation. Par conséquent, le pH de la solution dans laquelle a lieu
limmobilisation a une forte influence sur I'adsorption de biomolécules sur les supports par
l'intermédiaire des forces électrostatiques.
Un autre moyen de modifier les propriétés de surface des supports est de remplacer dans le
réseau quelques éléments de silice par des éléments inorganiqgues comme I'aluminium ou le
titane entre autres. Vinet al. ont réalisé cette étude en incorporant de I'aluminium dans des
matériaux SBA-15 et MCM-41 dans lesquels le lysozyme est adorihés résultats
montrent que le taux d’'adsorption de lysozyme est plus important dans les supports modifiés
gue dans les supports « purs ». Les sites d’aluminium chargés négativement et les charges
positives des acides aminés de surface du lysozyme entrainent une interaction forte, ce qui
explique cette adsorption élevée. Il est également possible d’introduire, a la place des
éléments inorganiques, des groupements organiques dans lesquels on retrouve des amines,
acides carboxyliques, des thiols, phényles etc. Les matériaux modifiés par ces composés
organiques sont utilisés comme support pour une adsorption chimique de I'enzyraealiu
ont fonctionnalisé le matériau SBA-15 avec différents composés tels que les thiols, les amines,
les acides carboxyliques et les phényles. Une adsorption de trypsine a été effectuée sur ces
matériauX. Le support fonctionnalisé avec les phényles a un taux d’adsorption plus faible que
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les autres matériaux. Cela prouve que la force d’interaction entre I'enzyme et le support
modifié dépend du groupement ajouté. Par contre, la plus grande stabilité a été observée avec
la modification par le groupement thiol par lI'intermédiaire d’'une fonctionnalisation in situ.
Les liaisons -S-S- de la surface de la trypsine et les groupements thiol du support sont
responsables de cette stabilité grace a leur interaction. On retrouve également une activité
importante de la trypsine (84% de I'activité initiale). La fonctionnalisation par une amine

montre des effets négatifs sur 'enzyme et son activité.

4. Les difféerents matériaux utilisés comme support pour 'immobilisation

de la lipase Mucor miehel dans le cadre de la synthese du biodiesel
La réaction de transestérification d’'une huile végétale catalysée par une enzyme est un
procédé connu. La lipadducor mieheiest parfaitement adaptée a cette application. L'un des
avantages principaux de la catalyse enzymatique est la réutilisation du bioréacteur, formé
d’'une lipase et d’'un support. Différentes études ont été réalisées sur la synthése du biodiesel
catalysée par la lipadducor miehej adsorbée sur plusieurs supports. Par exemple, Rodrigues
et al. ont fait réagir plusieurs huiles avec différents alcools, le tout catalysée par la lipase
Mucor mieheiimmobilisée sur une résine échangeuse d*losrés 6 heures de réaction a
30°C, avec un rapport molaire alcool/huile égal a 7,5, 4% d'eau et 15% d’enzyme, les
résultats montrent un meilleur taux de conversion pour la réaction réalisée avec I'huile de son
de riz et butanol (environ 55%). Dans les mémes conditions, les réactions avec les autres
huiles donnent des rendements de 40% pour l'huile de soja et de 30% pour I'huile de
tournesol. Par contre, I'effet de I'alcool sur la réaction est la méme quelle que soit I'huile
choisie, c'est-a-dire les meilleurs rendements sont obtenues avec le butanol et le propanol. Les
réactions avec le méthanol et I'’éthanol ont un taux de conversion nettement inférieur aux
autres alcools. Les auteurs ont aussi montré I'influence du solvant de lavage sur I'activité du
catalyseur. En effet, la lipadducor mieheiimmobilisée sur sa résine échangeuse d’'ions
converse 75% de son activité aprés 7 utilisations avec un lavage a I’hexane, contrairement a
un catalyseur non-lavé qui voit son activité chuter a 25%. Caddlaido ont étudié la cinétique
de la réaction de transestérification de I'huile de p3inigans ces travaux, la lipaséucor
mieheiest toujours immobilisée sur une résine échangeuse d’ions. Le but de cette étude est
d’optimiser les conditions de réaction, mais aussi de déterminer et modéliser les aspects
cinétiques de cette réaction afin de prévoir l'utilisation de ce type de catalyseur.

L’'optimisation de la réaction de transestérification étant un aspect important, Ro@tigles
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ont également effectué cette mise au point sur une huile de soja a l'aide d'un plan
d’expériencé’. Le biocatalyseur utilisé est un mélange de deux lipases, la lipaser

miehei et la lipaseThermomyces lanugosukes résultats de cette étude montrent que la
combinaison des deux lipases donne un taux de conversion supérieur a celui des deux lipases
utilisés séparément. Les auteurs expliquent cela par une hypothétique différence de spécificité
des lipases pour les acides gras de 'huile de soja. Maataaio ont encapsulé la lipase dans

une nanosphére hybride composé d’une matrice silicaté poreuse et d’un lifosteniype

de matériau présente I'avantage d’étre réutilisable plus de 7 fois et d’étre stable. Les auteurs
ont calculé la productivité (mg de produit/(mg d’enzyme.heure)) de ce biocatalyseur. lls
montrent qu’apres cing cycles, la lipddecor mieheiimmobilisée est plus productive que la

lipase libre. Rodriguest al. ont répertorié les différents supports sur lesquels la Ijaser
mieheiest immobilisée et utilisés dans le domaine de la biocatalyse industrielle comme par
exemple, des membranes en n$fotune technique permettant d'éviter d'avoir des supports

est I'immobilisation sur des particules issues de la biomasse. Il est aussi possible d'encapsuler
cette lipase dans une émulsion, servant de matrice. Cette émulsion peut étre composée
d'organogels ou de gels. Des supports en cellulose peuvent recevoir I'enzyme. Retlahues
evoquent également la possibilité dimmobiliser la lipase sur des fibres de cellulose acétate-
TiO..

A coté de ces matériaux, les silices poreuses organisées sont de trés bons candidats pour
I'immobilisation d'enzyme étant données leur grande surface spécifique, ainsi que leur

porosité définie.

C. Matrices poreuses

Deux types de matrices peuvent étre utilisés comme matrice pour 'immobilisation de la lipase

Mucor mieheiles matériaux mésoporeux organisés et les matériaux a porosité hiérarchisée.

1. Les matériaux mésoporeux
Les matériaux mésoporeux ont été découverts en 1992 par des chercheurs de la société Mobil
Oil Company?. Les canaux poreux constituant ces matériaux sont organisés selon une
structuration hexagonale, cubique ou lamellaire. La surface spécifique est élevée, de l'ordre
de 1000 m?g dans le cas de matériaux silicatés, la distribution de la taille des pores homogene
est comprise entre 2 et 50 nm selon les conditions de synthése et le volume poreux est

bY

également important. Préparés a partir de systemes moléculaires organisés, leur synthése
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basée sur le procédé sol-gel peut étre réalisée selon deux voies, le mécanisme transcriptif LCT
(pour Liquid Crystal Templating) et le mécanisme d’auto-assemblage coopératif CTM (pour
Cooperative Templating MechanisnCe dernier a lieu lorsque la source inorganique est
placée dans une solution micellaire. La taille des pores est gouvernée par la taille des micelles
qui peuvent étre gonflées par des compasisoc. Trois structures silicatées appelées MCM
(Mobil Crystalline Materials) ont été préparés a partir de micelles de CTABr en changeant les
guantités d’especes inorganiques. Les canaux des matériaux MCM-41 sont arrangés selon une
symétrie hexagonale, les MCM-48 selon une organisation cubique la3d et les MCM-50 selon

un arrangement lamellaire. Ces matériaux font partie de la famille des M41S (Figure I-13).

MCM-41 MCM-48 MCM-50

Figure I-13 - Représentation des matériaux de la famille des M41S

De nombreuses études ont été développées suite a ces premiers travaux. Par exemiple, Huo
al. ont préparé en milieu basique et acide des matériaux mésoporeux a partir de tensioactifs
ionique$§®. Les tensioactifs non ioniques servant d’agent structurant ont également été utilisés
pour synthétiser des matériaux mésoporeux. Pinnavaia a réalisé une étude compléte pour la

synthése de tels matériaux préparés a partir de tensioactifs polyoxyéthylés

a. Procédé sol-gel

Le procédé sol-gel a été découvert par Ebelmen en®d8d6itilisé pour I'élaboration de
matériaux mésoporeux préparés a partir de systemes moléculaires organiséseBainlogt

décrit en 1990 dans une revue détaillée cette méthode qui permet de préparer des matériaux
vitreux sans atteindre des températures él&Véd€3e procédé permet de synthétiser des
matériaux mésoporeux a partir de systemes moléculaires organisés. Un précurseur
inorganique est (co-)polymeérisé ou (co-)condensé dans une solution a une température variant
entre 20 et 150°C.

Les précurseurs sont de type alkoxysilane Sig®@H)R est un groupement organiqugié+1

et les plus souvent utilisés sont le TEOS (Siflg¥l) et le TMOS (Si(OCH),). La premiére
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étape du procédé sol-gel est I'hydrolyse des groupements alkoxy (€g. 1) en groupements

silanol (Si-OH) et produit I'alcool correspondant (R-OH).

Si(OR), + nH,O - Si(OR),.4(OH), + NROH (ég. 1)

La condensation constitue la deuxieme étape entrainant la gélification du systéme. La création
de ponts siloxanes Si-O-Si conduit a la formation du réseau. Ce mécanisme se
produit simultanément par condensation de deux groupements silanols en libérant une
molécule d’eau (ég. 2) et par condensation entre un groupement silanol et un groupement

alkoxy non-hydrolysé en libérant une molécule d’alcool (€q. 3).

C|JR C|JR C|)H OR
Ho“\\mSI\ + /Si(””OR — HO“‘“"Si_O_Si""”HOR + H,0 (eq. 2)
RO OH HO OR Rd SR
C|JR C|JR C|)R OR
w Sl + Si« — .Si—0—Si + ROH (éq. 3)
W "y L iy
RO / \OH Ho/ \ OR RO\ / OR
RO OR RO OR

Cette étape de condensation intervient généralement avant la fin de I'étape d'hydrolyse. Le
réseau ainsi formé est un enchainement de tétraédres*jSa@4centre duquel se trouve
'atome de silicium. Ces réactions de polymérisation entrainent la formation de clusters de
silice qui s'agrégent entre eux. Ces amas, de petite taille, constituent une suspension colloidale
appeléesol. Un gel est alors formé lorsque ces particules se lient entre elles pour donner un
réseau tridimensionnel interconnecté rendant le milieu visqueux. La taille des particules ainsi
gue leur agrégation dépendent de la compétition entre les réactions dhydrolyse et de
condensation, cette derniere déterminant la morphologie du matériau final. Ces propriétés
structurales dépendent des vitesses des réactions, qui elles mémes sont fonction du pH et de la
salinité de la solution. Un vieillissement du composé peut ensuite étre effectué au cours
duquel la polycondensation des particules colloidales continue. Des réactions de solubilisation
et reprécipitation ont alors lieu et conduisent a une augmentation de I'épaisseur des parois du

matériau, lequel devient plus stable mais au dépend de sa porosité. Un traitement
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hydrothermal est ensuite généralement effectué permettant une condensation plus complete

des silanols résiduels en augmentant la solidité du matériau.

b. Mécanisme d’auto-assemblage coopératif CTM

Ce mécanisme est fondé sur l'auto-assemblage des micelles et des précurseurs inorganiques
conduisant a une organisation du systeme (Figure 1-14). Le précurseur de silice polymérise
autour de micelles de tensioactifs dans I'eau.

Traitement

hydrothermal Elimination

du
tensioactif

Mésophase Matériau
hybride mésoporeux

Figure 1-14 - Mécanisme de formation CTM

L’étape initiale est la polymérisation intramicellaire. Les tétes polaires des tensioactifs
interagissent avec le précurseur par liaisons hydrogenes ou électrostatiques en fonction de la
nature du tensioactif. Durant cette étape, les tétes polaires des micelles sont recouvertes par le
précurseur. Ensuite, il y a une condensation intermicellaire. Au cours de cette étape, les
micelles recouvertes de silice s’associent entre elles pour former une mésophase hybride. La
condensation de la matrice inorganique est achevée grace a un traitement hydrothermal.
L’étape finale est I'élimination du tensioactif, soit par calcination, soit par extraction a

I'éthanol si le tensioactif est non ionique.

c. Mécanisme transcriptif LCT

Les cristaux liquides peuvent étre utilisés comme empreinte pour la préparation de matériaux
mésoporeux. Pour la premiére fois, Attatdal en 1995% ont de cette facon synthétisé des

silices mésostructurées a partir de tensioactifs hydrogénés non ioniques.
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Phase cristal liquide ) _ Matériau
hexagonale Mésophase hybride mésoporeux organisé

Figure I-15 - Mécanisme transcriptif LCT

En présence d'une phase cristal liquide hexagonale, le précurseur inorganique polymérise
autour des cylindres de tensioactif, ce qui conduit a la formation d’'une mésophase hybride.
Les étapes suivantes sont identiques a celles du mécanisme CTM. L’avantage du mécanisme
LCT est sa modularité en termes de structures grace a l'utilisation de différents types de
cristaux liquides. De plus, pour I'élaboration d’oxydes non silicatés, ce mécanisme est mieux

adapté car leurs précurseurs correspondants sont souvent trés réactifs.

d. Interactions tensioactif-précurseur

Les interactions a l'interface organique/inorganique gouvernent la formation de la phase
hybride. Les interactions présentes dans la mésophase hybride sont dépendantes de la nature
du tensioactif. Pour les tensioactifs ioniques, les interactions électrostatiques peuvent étre de
type direct (SI” ou SI*). Cependant, si le tensioactif et le précurseur portent la méme charge,
des espéces supplémentaires, telles que des contre ions (X) peuvent étre solubilisées dans le
milieu aqueu®’. Ces interactions sont alors de type indirecté’IS ou SX*I". Dans le cas

des tensioactifs non ioniques, ce sont les liaisons hydrogénes qui génerent la mésophase
hybride, les interactions sont de typ4°SL utilisation d’un tensioactif non ionique présente
'avantage de s’éliminer facilement car les interactions entre les tétes polaires du tensioactif et
le matériau sont faibles. Le Tableau I-2 présente des exemples de matériaux formés a partir de

différente types d’interactions.
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Tableau I-2 - Différentes voies de synthéses de matériaux mésoporeux

Conditions
Type de_f Interaction — Exemples
tensioactifs pH TA utilisé
MCM-41 (hex)
S Basique CTMABr MCM-48 (cub)
) ) MCM-50 (lam)
Electrostatique directe
Oxydes de Mg, Al
+ Neutre Sulfates
loniques Sl basique Phosphates Fe, Pb (lam), de Sn
et Ti (hex)
_ SBA-1 (cub), SBA-2
SXI* Acide CTMABr
Electrostatique (hex), SBA-3 (Hex)
indirecte . Oxyde de Zn (lam)
SM*I Basique Phosphates .
Alumine (lam)
S Neutre Amine primaire HMS
Acide G+(EO)OH MSU, CMI
SBA-11 (cub)
Non ioniques Liaisons hydrogénes C(EO).OH
(S°H)(XTY) _ SBA-12 (hex)
Tres acide Pluronic SBA-15 (hex), SBA-16 (cub)
Esters de sucres Analogues des SBA-11
(cub)

e. Matériaux SBA-15

Les matériaux SBA-15 sont prépareés a partir du copolymeére a blocs Pluronic P123 de formule
HO(CH,CH20)20(CHCH(CH3)O)70(CH2CH20)20H [(EO)0(PO)o(EQ)(], de masse molaire

5800 g/mol et selon le mécanisme d’auto-assemblage ‘€T Les sources de silices
utilisées sont le TEOS (tetraethyl orthosilicate) ou le TMOS (tetramethyl orthosilicate).

La formation du matériau SBA-15 a été étuitiésitu par SANS et SAXS. La cinétique de
formation du matériau a été examinée dans des solutions acides de nature différentes (HNO
HBr, HCI, SOy, HsPOy)™. La présence d’anions tels quePd, ou SQ? conduit & un

matériau mieux organisé qu’un matériau préparé en présence d’anions Br

Figure 1-16 - Mécanisme de formation du matériau SBA-1%
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En termes de cinétique, I'analyse des expériences SANS in situ effectuées par Zhatbbenko
al.”? permet de comprendre la formation de la mésophase hybride pendant les 90 premiéres
minutes de la synthése du matériau SBA-15. Le mécanisme de formation proposé par Manet

et al’™

(Figure I-16) est composé de 6 étapes. Premiérement, le tensioactif P123 en solution
agueuse forme des micelles sphériques (a). Ensuite, la source de silice est ajoutée (b). Les
résultats montrent que durant les 5 premieres minutes, les micelles restent sphériques,
'hydrolyse du précurseur de la silice commence (c). Ensuite, entre 5 et 20 minutes, une
transition ou les micelles sphériques deviennent cylindriques est observée (d). Durant cette
transformation, la mésophase hybride est obtenue par interaction des groupements EO avec
les espéeces silicatées produits durant I’hydrolyse du précurseur de silice. La cinquiéme étape
débute apres 20-25 minutes lorsque les micelles hybrides commencent a se compacter pour
former un début de phase hexagonale 2D qui précipite (e). Cette phase hexagonale 2D grossit
et devient majoritaire (f) par augmentation des forces de van der Waals entre les cceurs
hydrophobes des micelles. La condensation de la silice continue et permet de former les murs
séparant les micell&s Lors de la synthése d’un matériau SBA-15, la condensation de la silice
continue durant I'étape de vieillissement de la silice a 40°C et dure approximativement
20 heures. Le traitement hydrothermal a haute température (100°C) et la calcination (550°C)
permettent de compléter I'étape de condensation en densifiant la structure du matériau. Cela a
pour conséquence de diminuer le paramétre de maille et d’augmenter la taille des pores ainsi

gue la stabilité hydrothermale du matériau.

f. Matériaux mésoporeux préparées a partir de tensioactifs fluorés

Les tensioactifs fluorés ont des propriétés différentes de leurs analogues hydrogénés, telle
gu'une meilleure stabilité thermique. Ces propriétés sont dues a I'atome de fluor qui est
I'élément chimique le plus électronégatif. Les chaines fluorées sont plus volumineuses et plus
rigides que les chaines hydrogénées car les groupemeng$ CF; sont plus volumineux que

les groupements GHet CH (respectivement 38 et 923A27 et 54 R). La différence
d’énergie de liaisons C-F (485 kJ/mol) et C-H (425 kJ/mol) confére aux fluorocarbures une
meilleure stabilité chimique et thermique.

Le premier matériau mésoporeux organisé a été synthétisé en 2004 au laboratoire a partir
d'une solution micellaire degE;7CoHa(OCH4)sOH®. En comparaison avec les matériaux
préparés avec l'analogue hydrogéngeigs(EQO)0) et en tenant compte de la différence
d'hydrophobie (1 CF= 1,7 CH), un plus haut degré de structuration a été observé pour le
matériau synthétisé avec le tensioactif fluoré. La perfluorodécalipg gCété utilisé pour
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moduler la taille des pores dans ce systénta solubilisation de la perfluorodécaline est trés
limitée dans ces micelles (environ 1%) mais permet d'obtenir des pores de taille plus
conséguente (4 a 6 nm). Cet effet a été expliqué par le gonflement de la phase hybride en
relation avec la solubilisation du fluorocarbure dans la phase hexagonale cristal liquide

(Figure I-17).
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Figure I-17 - Mécanisme de gonflement de la phase hybritfe

Il est également possible d’utiliser des systemes mixtes fluorés et hydrogénés pour améliorer
la résistance hydrothermal du matériau. Des matériaux ont été obtenus a partir de micelles de
tensioactifs hydrogénés en ajoutant un tensioactif fluoré ionique a une solution de P123. Le
groupe de Xiao a obtenu ainsi apres un traitement hydrothermal a 220°C un matériau plus
stable du point de vue hydrothermal que les matériaux SBA-15 clas&idqraskinet al. ont
également utilisé des tensioactifs fluorés ioniques pour synthétiser des matériaux mésoporeux
ayant des pores de faibles diaméfteCette diminution de la taille des pores est due a
I'utilisation de tensioactifs a chaines plus courtes comparée aux tensioactifs hydrogénés,
puisque I'hydrophobicité des groupements CF est plus grande que I'hydrophobicité d'un
groupement CH. Ces micelles fluorées sont donc plus petites que celle formées avec un
tensioactif hydrogéné. Le groupe de Xiao a préparé des matériaux mésoporeux a tres basse
température (entre -20 et 0°C) avec un tensioactif fluoré. Les pores sont de 1,3 nm et la

structure est hexagon&ie
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2. Les matériaux a porosité hiérarchisée
Les matériaux a porosité hiérarchisée sont des matériaux présentant deux tailles de pores
distinctes. Cela permet, entre autres, d'améliorer le processus de diffusion des réactifs et des
produitd’. Les matériaux & porosité hiérarchisée offrent grace a leur texture des applications
potentiellement intéressantes. Plusieurs méthodes sont possibles pour obtenir ce type de
support. Par exemple, Yt al ont ajouté des billes de polystyréne a une solution micellaire
de P12%. Ces billes servent donc d’empreinte pour créer des macropores. L’élimination des
billes de polystyréne a été effectuée par calcination a 550°C pendant 5 heures. D’autres
chercheurs ont utilisé des billes de nature différente. $teh ont incorporé des billes de
latex au systénfd ou encore le groupe de Zhang a utilisé des billes de®iliea 2003,
Tiddy et al. ont synthétisé un matériau poreux silicaté dont le diametre des pores s’étend sur
trois ordres de grandeur & partir de billes de latex synthétfq@met al ont synthétisé un
monolithe silicaté a porosité hiérarchisée dont les macropores d’une taille moyenne de 1 ym
sont obtenus a partir de microsphéres de polymére (TMSPM, 3-(Trimethoxysilyl)propyl
methacrylate) et ils sont structurés selon une symétrie cubique face centrée. Les mésopores
sont synthétisés & partir de micelles P123 et leur diamétre varie entre 3,6 ef® Zesm
matériaux macroporeux peuvent également étre obtenus a partir d'une émulsion. En effet,
Carnet al ont utilisé une émulsion concentrée dont le milieu continue contient des micelles et
pour obtenir un monolithe inorganique présentant des mésopores et des matrdpanss
ces matériaux, les macropores sont interconnectés et il n'y a pas de structure. La taille des

meésopores varie entre 1,2 et 4,0 nm.

Les matériaux méso-macroporeux peuvent également étre obtenus a partir de nanoparticules
solides lipidiques. Ces nanoparticules (SLN, "solid lipid nanoparticles") sont des dispersions
solides de particules constituées d'un ou plusieurs lipides stabilisées par une couche de
tensioactifs. Ces systemes sont généralement biocompatibles, biodégradables et
biorésorbables, ce qui leur confére des potentialités d'applications dans le domaine biomédical,
notamment comme transporteur de principes actifs. En effet, I'intérét majeur de ces systemes
est leur capacité d'encapsulation associée a une libération retardée de principes actifs
hydrophobes ou hydrophiles. Ce type de vecteurs peut remplacer dans certains cas ceux
communément utilisés a ce jour comme les émulsions, les liposomes ou les polyméres. Les
SLN peuvent étre produites selon différentes méthodes telles que 'homogénéisation a haute
pression (méthode industrielle), I'émulsification ou encore par évaporation du &tvaht

Les premiers brevets sur leur production ont été déposés en 1993%t'1996

38



Chapitre | : Généralités

Tout comme les émulsions, les SLN ont été utilisées pour la préparation de matériaux
hiérarchisés, méso-macroporeux, mais conduisent a des macropores de taille inférieure au
micron”®%, La préparation des matériaux silicatés a partir de SLN est semblable & celle
obtenue a partir des émulsions. En effet, le milieu continu aqueux des SLN contient des
micelles et permettent d’obtenir la mésoporosité. Lorsque la source de silice est ajoutée, il y a
interaction avec le tensioactif situé a l'interface des SLN et avec les micelles présentes dans la
solution aqueuse. Ces interactions conduisent a la formation d'une phase hybride. Un
traitement hydrothermal compléte la polymérisation. Une étape d'extraction a I'éthanol permet
d'éliminer le tensioactif et le lipide solide et donne le matériau poreux. Dans ce mécanisme,
les mésopores sont formés par le mécanisme coopératif (CTM) a partir des micelles présentes
dans la solution de SLN. Les macropores, eux, sont formés par les particules lipidiques
solides dispersées dans la phase aqueuse. De ce fait, la taille des macropores est gouvernée
par celle des particules lipidiques solides.

En faisant varier la nature du tensioactif, on peut contréler la morphologie des grains de silice
et leur méso-structuration. La taille des SLN est comprise entre 200 et 400 nm. Avec le
tensioactif Tween 20, des mésopores de 3 nm ont été obtenus alors qu'avec le Tween 40, la
taille est de 5 nm et avec le Pluronic® P123, elle est de’d henprésence de macropores de
faible taille conjugue les avantages d'un grand volume poreux et d’'une surface spécifique
importante avec une haute diffusivité et un bon transfert de masse inhérent aux macropores
classiques.

La méthode par injection de solvant pour la préparation des SLN possede l'avantage d'étre
simple, performante et ne nécessite aucun équipement sophistiqué. Le principe consiste a
préparer deux solutions, une solution micellaire et une solution contenant la graisse et le
solvant. Cette derniére est chauffée a une température supérieure a la température d'ébullition
du solvant. Ensuite, la solution de graisse est injectée dans la solution micellaire maintenue a
une température supérieure a celle de I'ébullition. Les nanoparticules lipidiques solides sont
obtenues apres I|'évaporation compléte du solvant et le retour a température ambiante (Figure

[-18). Une fois les nanoparticules obtenues, I'étape de minéralisation est effectuée.
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Figure 1-18 - Schéma illustrant la préparation des SLN par la méthode d'injection de solvant et

la préparation de matériaux méso-macroporeux a partir de dispersions de SI°R
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D. Objectif de la thése

Ce travail s’inscrit dans la thématique du laboratoire qui concerne la synthése de matériaux
silicatés mésoporeux et a porosité hiérarchisée. Ces matériaux sont de bons candidats pour
'adsorption de molécules biologiques comme les enzymes. Des travaux antérieurs réalisés au
laboratoire ont montré I'efficacité catalytique de la lipdsgcor miehei(MmL) immobilisée

par physisorption dans des matériaux méesoporeux préparés a partir de tensioactifs fluorés
non-ionique sur une réaction d’estérificatorCette étude a permis d’envisager d'utiliser de

tels supports pour synthétiser des esters méthyliques a partir d’huiles végétales par
'intermédiaire d’'une réaction de transestérification catalysée par la Ipyade L'objectif

principal de ce travail est la mise au point de bioréacteurs pour la méthanolyse de 'huile de
colza. Les performances catalytiques du bioréacteur seront évaiaedss réactions de
transestérification successives en adsorbant la lighks®mr mieheisur différentes matrices
silicatées ayant des caractéristigues texturales spécifiques. Les matériaux silicatés
mésoporeux et les matériaux a porosité hiérarchisée seront ainsi considérés. En termes
d’adsorption, trois types d'immobilisation de la lipase sur le support seront étudiés :
physisorption, chimisorption et encapsulation lors de la synthése du matériau. L'étude de la
physisorption sera essentiellement effectuée en utilisant une matrice de type SBA-15 et un
matériau meéso-macroporeux comme support. Pour ce qui comme la chimisorption, le
matériau SBA-15 sera fonctionnalisé afin de lier de maniére covalente a I'enzyme.
L’efficacité de la réaction de transestérification étant gouvernée par plusieurs parametres
comme le rapport molaire méthanol/huile, la température de réaction, I'ajout d’'un co-solvant,
I'optimisation des conditions de la réaction sera effectuée a l'aide d’'un plan d’expérience.
Cette stratégie devrait permettre de déterminer les facteurs les plus influents et de mieux

maitriser les interactions entre les différents parametres.
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Chapitre Il : Partie expérimentale

Ce chapitre est consacré a la description des produits chimiques utilisés, des techniques de
caractérisation des matériaux ainsi que des protocoles employés pour la préparation des
matériaux poreux. Les méthodes de quantification du taux d'enzyme adsorbé sur les matériaux
sont ensuite décrites. Puis, aprés avoir rappelé la définition d'une réaction de
transestérification, les réactifs et produits de la réaction sont donnés. Le calcul du rendement
de ce type de réaction est également détaillé. Enfin, le plan d’expérience utilisé pour optimiser
les conditions de la réaction de transestérification sera finalement exposé a la fin de ce

chapitre.
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Chapitre Il : Partie expérimentale

A. Produits utilisés

1. Tensioactifs
Ce travail est axé sur l'utilisation de matériaux silicatés, préparés a partir de systemes a base
de tensioactifs non ioniques. Les tensioactifs sont des composés qui comportent une partie
hydrophile et une partie hydrophobe. Deux types d’amphiphiles non ioniques ont été utilisés,
des tensioactifs fluorés et un copolymére a blocs. Les tensioactifs fluorés RgE€s &
RFSEOs ont une partie hydrophile constituée de plusieurs motifs oxyéthyléniquesi {0
la partie hydrophobe est formée d’'une chaine alkyle linéaire fluorée et de deux metifs CH
jouant le réle d’espaceur entre la téte polaire et la chaine fluorocarbonée. Ces composés sont
commerciaux et le nombre de motifs oxyéthyleniques de la chaine hydrophile ainsi que le
nombre de carbones des chaines hydrophobes ne sont pas exactement définis. En particulier,
le nombre de motifs hydrophiles présente une distribution gaussienne centrée sur les valeurs
présentées dans le Tableau Il-1. Concernant la partie hydrophobe du tensioactif fluoré, elle est
constituée de chaines de longueurs différentes et la valeur moyenne est donnée dans le
Tableau I1-1.
Le tensioactif Pluronic P123 est un copolyméere composé de deux blocs hydrophiles constitués
de motifs oxyéthylénigues entourant un bloc hydrophobe constitué de motifs

oxypropyléniques. Les tensioactifs ont été utilisés sans purification particuliere.

Tableau II-1 - Tensioactifs utilisés : formules, caractéristiques physico-chimiques et fournisseurs

M
Noms Formules Densité 1 Fournisseur
(g.-mol”)
RYEGs C7F15 CH4(OCH,4)sOH 1,35 744 DuPont
RFEO, CsF17 CH4(OC,H,)sOH 1,39 870 DuPont
Pluronic Sigma-
P123 HO(C;H40),0(CH,CH(CH;)O)7o(CoH4O)p)H 1,04 5800 Algrich

2. Huile perfluorée
Les fluorocarbures sont I'équivalent des hydrocarbures ou les atomes d’hydrogene ont été
remplacés par des atomes de fluor. Leur caractére hydrophobe et lipophobe est marqué.
Toutefois, ils peuvent étre solubilisés dans I'eau a l'aide de tensioactif qui comporte une
chaine hydrophobe fluorée en formant des microémufs@mnsles émulsions concentrées
Dans notre cas, nous avons utilisé la perfluorodécaline comme fluorocarbure (notée PFD).

Cette huile est formée de deux cycles (Figure 1I-1). Sa formule moléculaire£st, Ga
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masse molaire est de 462 g/mol et sa densité est de 1,95 a 20°C. Ce produit, acheté chez

Sigma-Aldrich, est un mélange d’'isoméres cis et trans de composition 45/55.

Figure lI-1- Structure moléculaire de la perfluorodécaline

La perfluorodécaline peut étre solubilisée dans les micelles de tensioactifs fluorés. Ces
micelles gonflées de PFD sont utilisées pour préparer les matériaux mésoporeux. En effet, la
solubilisation de PFD dans les micelles de tensioactifs fluorés permet d'accroitre leur taille et

par conséquent la taille des mésopores des mat&fiaux

3. Reéaction de transestérification

H,C——OCOR H,C——OH
HC——OCOR + 3ROH ~——=—>= HC—OH + 3 RCOOR'

H,C——OCOR H,C——OH

Triglycérides (TG) Glycérol (G) Esters d'alkyl

Biodiesel

Figure 1I-2 - Schéma d’une réaction de transestérification de triglycérides

Les réactions de transestérification (Figure 1I-2) investies dans ce travail ont été effectuées en
partant d’'une huile de colza commerciale. Sa masse molaire, donnée pagtHdjaest de

881 g/mol. De maniere générale, des triglycérides, diglycérides et monoglycérides sont
présents dans I'huile de colza. L’huile étant commerciale et les possibilités de combinaisons
étant tres variées (par exemple, un triglycéride peut étre constitué de deux chaines d’acides
oléigues et d’'une chaine d'acide palmitique), il est difficile de donner la composition exacte
en triglycérides. Les acides gras issus de I'nydrolyse de I'huile de colza sont constitués de 17%
d’acide palmitique (GH3:COOH), 30% d’acide linoléique (C18:2), 45% d’acide oléique
(C18:2) et 8% d’acide stéarique,(83sCOOH).

Les réactions de transestérification sont réalisées en ajoutant du méthanol dans le milieu

réactionnel. Le méthanol, d'une pureté de 99,9% a été acheté chez Sigma-Aldrich.
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Chapitre Il : Partie expérimentale

B. Préparation des matériaux poreux silicatés

Dans ce travail, deux types de supports ont été préparés pour immobiliser 'enzyme. Chaque
support a des caractéristiques particulieres. Ainsi, deux types de matériaux mésoporeux
organisés et de matériaux a porosité hiérarchisée ont été préparés. Tous ces matériaux sont

silicatés.

1. Source de silice
Nous avons utilisé comme source de silice le tétraméthoxysilane (noté TMOS) qui a pour
formule Si(OCH)4et une masse molaire de 152,2 g/mol. La formation du réseau de silice est

générée par les réactions suivantes :
Si(OCH)4 + H,O 2 Si-(OCH)30H + CH,OH Hydrolyse

Si(OCHs)4 + Si(OCH,)3OH = (OCH)3Si-O-Si(OCH;)3 + CHOH Condensation
2 Si(OCH)3OH = (OCHs)sSi-O-Si(OCH)s + H,0

Les conditions de synthese influencent la vitesse de ces réactions et la durée de formation du
gel peut atteindre plusieurs jours. Cependant, il existe un moyen de contrdler la cinétique en
faisant varier le pH de la solution aquélda Figure 11-3 représente le temps de gélification

et la stabilité de la silice en fonction du pH de la solution. Ce temps est proportionnel a

I'inverse du taux de condensation.

instable ' i
c sol métastable ;| agrégation ! stable i dissolution
o rapide / !
© - / |
ke = / :
= stabilite '
8., maximale /
e ' stabilite |
© minimale i
» : : !
Q. H ! '
R T S e T e
@ catalyse catalyse v !
i HY OH" :
0 1 2 3 4 5 6 75 8 9 10 11 12

pH

Figure 1I-3 - Variation du temps de gélification et de la stabilité de la silice en solution en
fonction du pH
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Des études ont montré que la structuration des matériaux préparés a partir de copolyméres a
blocs est favorisée lorsque la polymérisation est effectuée a pH 0, ce qui est en accord avec la
Figure 11-3. Pour une valeur de pH proche de 2, la vitesse de condensation est minimale.
Cette valeur de pH correspond au point isoélectrique de la silice. A ce pH, les espéces ne
portent pas de charge et une polymérisation progressive est obtenue, les temps de gélification
sont alors longs. Une hydrolyse compléte du précurseur inorganique de silice peut étre
envisagée. Dans une gamme de pH comprise entre 2 et 7, la vitesse de gélification est
proportionnelle a la concentration en ions ‘OHn dessous de pH 2, cette vitesse est
proportionnelle a la concentration en’.HProche de pH 6, il existe un minimum qui
correspond a une gélification rapide, laquelle conduit & la formation de gels de silice hydratée
amorphe [Si@xH.0].

2. Mode opératoire

a. Matériaux mésoporeux organisés

Les matériaux mésoporeux préparés ont été synthétisés exclusivement, selon le mécanisme
coopératif d'auto-assemblage. Ainsi, les synthéses sont réalisées a partir d’'une solution
micellaire de tensioactif en présence d’'une source de silice (TMOS). Apres addition du
tensioactif dans I'eau a pH 0 (le pH est ajusté avec une solution d’acide chlorhydrique a 1M),
la solution micellaire est agitée a 300 tours par minute et la source de silice est ajoutée goutte
a goutte. La quantité de TMOS est calculée en fonction du rapport molaire tensioactif TMOS

choisi.

i. Matériau SBA-15
Ce matériau a été synthétisé selon le protocole décrit dans la publicatioretalfi La

solution micellaire a pH 0, préparée a partir du Pluronic P123, est composée de 2,5% en

tensioactif

masse de ce tensioactif. Le rapport molalw est fixé a 0,017. La solution est ensuite

placée dans une gaine en téflon d’'un autoclave et un traitement hydrothermal est effectué a
une température de 40°C pendant 24 heures, puis a 100°C pendant 2 jours. Aprées cette étape,
le gel est lavé a I'éthanol pendant 48 heures a I'aide d’'un Soxhlet. Une partie du tensioactif
est éliminé du matériau par extraction a I'éthanol. L'éthanol utilisé lors cette étape possede un
degré de pureté de 99%. Pour compléter I'élimination du tensioactif, le matériau est calciné

sous air a 550°C pendant 3 heures.
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Chapitre Il : Partie expérimentale

ii.  Matériau MMF
Le matériau mésoporeux fluoré, noté MMF, a été mis au point au laboratoire. Cette synthése
est réalisée a partir d'une solution micellaire (pH 0) composée de 25% en masse d’'un mélange
de tensioactifs dissous dans I'eau constitué GE® et RgEQ,. Initialement, un seul
tensioactif était utilisé, REOs °. Suite & un changement de lot, les propriétés physico-
chimiques du nouveau lot sont différentes, en particulier sa température de point de trouble est
déplacée vers les trés basses températures (-49°C). Pour remédier a ce probleme, la solution a
été d’ajouter un tensioactif, plus hydrophilegBOs, pour retrouver la valeur de point de
trouble favorable a la préparation des matériaux organisés. La variation de la température de
point de trouble a été déterminée en fonction de la quantité"deORdans le mélange
RFEOs- RgEQy (Figure 11-4). Le point de trouble d’un composé est atteint lorsque ce dernier

commence a se cristalliser.

70

60-
50
40-

30+

Température de point de trouble (°C)

104

T T T T T T T T
50 60 70 80 90
Pourcentage massique déER, dans le mélange [RO/REQ)

Figure I1-4 - Variation de la température de point de trouble en fonction du taux de REOg
dans le mélange REOg/R™;EO,

Nous avons choisi comme amphiphile un mélange constitué de 50%E@,Rt 50% de
R,EQs. Une fois la solution micellaire préparée, la perfluorodécaline (7% en masse du
mélange de tensioactifs) est incorporée et I'on obtient des micelles gonflées. La solution est

portée a 40°C. Ensuite, la source de silice (TMOS) est ajoutée en respectant un rapport

tensioactif

molairew égal a 0,5. Le mélange est agité pendant 1 heure, puis placé dans un

autoclave pour effectuer le traitement hydrothermal a 100°C pendant 24 heures. L’élimination

des tensioactifs est réalisée a I'aide d’un Soxhlet par extraction a I'éthanol durant 48 heures.
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iii.  Matériau silicaté a porosité hiérarchisée préparé a partir d’'une
émulsion
Des matériaux méso-macroporeux ont été synthétisés en utilisant le protocole établi
auparavant au laboratotfeD( au changement de lot du tensioackifffOs, dans ce travail, la
solution micellaire (pH 0) est composée de 25% en masse d’'un mélange de tensioactifs qui est
constitué de 30% de FEO, et de 70% de REOs. A cette solution, on ajoute 20% de
perfluorodécaline. Ensuite, la source de silice est incorporée au mélange a 40°C en respectant

le rapport molairet%;‘sCtif égal a 0,5. L'ensemble est agité pendant 30 minutes, puis

récupéré et placé dans un autoclave a 100°C pendant 24 heures. L’élimination du tensioactif
se fait a I'aide d’'un Soxhlet durant 48 heures.

iv.  Matériau silicaté a porosité hiérarchisée préparé a partir de

doubles émulsions et SLN

Un matériau meéso-macroporeux a été synthétisé a partir d’'une double émulsion et de
nanoparticules solides lipidiques (SLN). Pour cela, nous avons préparé une émulsion inverse a
partir de 1 g de limonene dans lequel 237 mg de lécithine d’ceuf et 107 mg de NHP sont
dissous. Ensuite, 600 mg de solution de tris(hydroxyméthyl)aminométi&gig) a pH 6
dans laquelle la lipase est introduite est ajouté et agité sous vortex. Enfin, 50 mg
d’isopropanol sont introduit au mélange. La double émulsion est composée d’'une solution
micellaire de P123 a 3,45% dans laquelle est ajoutée I'émulsion inverse. La quantité
introduite est de 14% de la masse totale de la double émulsion. L'’ensemble est alors agité
Sous vortex.
La préparation du matériau méso-macroporeux a partir de SLN est identique a celle des
doubles émulsions. Une étape supplémentaire d’évaporation du solvant est nécessaire afin
d’obtenir les SLN. Cela est effectué sur I'évaporateur rotatif. Le mélange est soumis a une
pression de 40 mbar et a 40°C pendant 30 minutes. Cette étape permet d’éliminer prés de 80%
du solvant. Ensuite, une quantité d’eau est rajoutée pour maintenir la concentration micellaire
en P123 a 3,45%. La minéralisation de ces deux préparations est réalisée grace a I'ajout de
TMOS. Le traitement hydrothermal est effectué a 50°C pendant 24 heures. Le tensioactif est
eliminé par un lavage abondant a I'eau sous Biichner. Cette technique d’extraction est utilisée
pour ne pas dénaturer 'enzyme présente dans le matériau, comme cela pourrait étre le cas

avec une extraction a I’éthanol a I'aide d’'un Soxhlet.
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Chapitre Il : Partie expérimentale

b. Immobilisation de I'enzyme sur les matériaux par physisorption

Pour réaliser la physisorption de la lipase sur les matériaux, une solution tampon de
tris(hydroxyméthyl)aminométhane (TRIS) est préparée a différents pH (3, 6 ou 10). Ensuite,
la lipase est introduite dans cette solution a différentes concentrations (de 0 & 50 mg/mL).
Pour finir, 25 mg de matériau sont ajoutés a la solution. L’ensemble est placé sur une table
vibrante et agité vigoureusement. Comme chaque matériau a des caracteéristiques différentes,
le temps d'immobilisation varie selon le matériau sélectionné. Pour le support SBA-15, 3h30
sont nécessaires pour atteindre une adsorption maximale. Par contre, pour les matériaux MMF
et & porosité hiérarchisée, 2h30 suffisent. L'étape finale consiste a récupérer par filtration

Blchner le matériau qui est lavé avec la solution tampon.

c. Immobilisation de I'enzyme sur les matériaux par chimisorption

Une méthode permettant de lier de maniére covalente la lipase au matériau a éte investie. Pour
cela, la surface du matériau a été modifiée.

* Fonctionnalisation du matériau
Le matériau est fonctionnalisé par du 3-(triethoxysilyl)propyl isocyanate de masse molaire
247,4 g/mol. Une masse de 100 mg de matériau est mélangée a une solution de toluéene de
1,5 mL ayant une concentration en isocyanate de 2M. La réaction est réalisée par voie
microonde a 50W pendant 8 minutes. L’ensemble est ensuite lavé au toluéne et le matériau est
récupéré par filtration.

* Immobilisation de I'enzyme
La lipase a été ajoutée a la solution tampon a pH 6. Apres homogénéisation, le matériau
fonctionnalisé est également incorporé a la solution enzymatique. La réaction entre I'enzyme
et le matériau fonctionnalisé dure 24 heures et est réalisée a 40°C. Aprés réaction, le
catalyseur est lavé avec la solution tampon (pH 6) et récupéré par filtration Blchner, puis
séché a température ambiante. Les poudres récupérées aprés I'étape de lavage sont séchées a

température ambiante, puis broyées pour étre caractérisées.

C. Techniques expérimentales

1. Diffusion-diffraction des rayons X aux petits angles (SAXS)
La technique de diffraction des rayons X aux petits angles (SAXS - Small Angle X-ray
Scattering) est une méthode expérimentale adaptée pour déterminer les propriétés structurales

des matériaux a I'échelle de plusieurs dizaines de nanometres.
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Le faisceau de rayons X diffracté sur les différents plans de la structure conduit a

l'observation de pics de Bragg caractéristiques de la géométrie du systéme.
Les différents plans sont espacés d'une distance appelée distance de répétition et est reliée a la
loi de Bragg (Figure II-5):

2 dhleiI’le =n-Ai

avec @y la distance de répétitiord;le demi-angle de diffraction ; n I'ordre de réflerieti

la longueur d'onde des rayons X

Rayons

Faisceau derayonsX diffractés

Figure 11-5 - Schéma illustrant la loi de Bragg

La structure du systeme étudié est déterminée a partir des rapports entre les distances de
répétition. D’apres la loi de Bragg, plus la distance de répétition est grande, plus I'angle entre
le faisceau diffracté et le faisceau direct est petit. Les matériaux étudiés présentent des
distances de répétition de l'ordre de plusieurs nanomeétres et ces angles de diffraction sont
donc petits.
L’'appareil SAXS utilisé au laboratoire est un montage Anton Paar SAXSess mc2. Il est
constitué par :
- un générateur de rayons X (tube PANalytiday k, = 0,1542 nm ; paramétres de
fonctionnement : 40 kV, 50 mA)
- un miroir pour rendre le faisceau incident monochromatique et le focaliser
- un bloc de collimation
- une chambre de mesure sous vide équipée d'un contrbleur de température a effet
Peltier ou est introduite la cellule contenant I'échantillon retenu entre deux feuilles de
Kapton®,
- une caméra CCD (charged-couple device) (La distance échantillon — détecteur est de
309 mm)
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Angle de
diffusion

. . Détecteur
+

Logiciel

Source Collimateur Echantillon Fenétre
Rayon X d'arrét

Figure II-6 - Montage SAXS

Ce montage a été utilisé pour caractériser la structure des matériaux mésoporeux (Figure 1I-6).
Lorsque les matériaux obtenus présentent une organisation hexagonale, les rapports entre les
pics de diffraction sont les suivants : ¥3; 2 ;+/7. Le diffractogramme correspondant &

cette structure est présenté en Figure II-7. Le paramétre de maille, appedé @alculé a

partir de la distance de répétition donnée par le premier pic et correspond a la somme du
diamétre d’un pore et de I'épaisseur de la paroi de silice :

_ 2d199
V3

o
L’épaisseur de la paroi du matériau est un paramétre important car il donne une information

sur la solidité du matériau. Cette épaisseur est calculée en soustrayant la taille des pores

obtenue par adsorption-désorption d’azote et le paramétre de maille a

(100)
9,8 nm

: 57 nm (200)
/%/ di00
a{) 0,50 ' 0,I75 ' l,IOO ' l,I25 ' 1,150 ' l,l75 ' 2,I00 ' 2,I25 ' 2,50
<——> a (m’)

Figure 11-7 — Schéma et diffractogramme d'un matériau présentant une structure hexagonale
(SBA-15)

Intensité (u.a.)
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2. Adsorption-désorption d’azote
L’adsorption est un phénomene de surface ou des molécules de gaz ou de liquide (adsorbat) se
fixent sur la surface d’'un solide (adsorbant). Le phénomeéne inverse s’appelle la désorption et
a lieu lorsque les molécules adsorbées sur la surface s'en détachent. Cela peut étre accentué
sous l'action d’'une augmentation de température et d'une baisse de la pression. Selon les
interactions entre 'adsorbat et 'adsorbant, il existe deux types d’adsorption, la physisorption
(ou adsorption physique) et chimisorption (ou adsorption chimique).
La technique d'adsorption-désorption d'azote donne des informations qui sont caractéristiques
de la texture du matériau et permet de classer le matériau analysé (matériau micro-, méso- ou
macroporeux). Les matériaux poreux sont caractérisés par deux parameétres, la surface
spécifique et la distribution en taille des pores. Il est important de connaitre toutes les
caractéristiques du matériau car son efficacité dépend entre autre de ses propriétés de surface
et du diametre des pores. Nous avons utilisé cette technique avec I'azote a sa température de
liquéfaction (77K). Avant d’analyser le matériau, un dégazage est nécessaire pour éliminer
toute trace d’eau restant dans le matériau. Ce dégazage est effectué sur les matériaux bruts en
les portant a 320°C durant une nuit. Pour les matériaux contenant la lipase immobilisée en
surface et les matériaux fonctionnalisés le dégazage s’effectue a température ambiante afin de
ne pas altérer I'échantillon (désorption de I'enzyme et perte de la fonction greffée).
La quantité de gaz adsorbé a la surface du matériau dépend, a la fois, de I'étendue de
l'interface, de la pression du gaz et de la température. L’équilibre qui s’établit entre les états
gazeux et adsorbé de la substance adsorbable est analogue a I'équilibre qui existe entre un
liquide et sa vapeur. A une température donnée, la quantité d’espéces adsorbées en fonction
de la pression relative d’equilibre (pfmlu gaz dans la gamme de pression compris entre O et
la pression de vapeur saturante forme I'isotherme d’adsorption. Les isothermes sont classées
selon six types distincts. Dans ce travail, deux types d’isotherme ont été rencontrés,
l'isotherme de type Il et de type IV.

* Isotherme de type I
Ces isothermes sont obtenues pour des matériaux non-poreux ou macroporeux (Figure 11-8).
La montée continue de la quantité adsorbée est le signe d’une hétérogénéité d’'un point de vue
énergeétique entre la surface et les molécules adsorbées. Cette isotherme indique également

gu’il n’y a pas formation d’'une monocouche d'azote.
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* Isotherme de type IV
L’isotherme de type IV correspondant a des matériaux mésoporeux (Figure 1I-8). Dans ce
type d’isotherme, une condensation capillaire se produit. La désorption de I'azote condensé
par capillarité dans les mésopores n’'étant pas réversible, une hystérésis de la désorption par

rapport a I'adsorption est observée.

Type I Type IV

0 p/pp 10 p/po 1
Figure II-8 - Isothermes typiques type Il et IV
L’exploitation des données issues de ces isothermes permet d’accéder aux valeurs de surface

spécifique, de volume poreux et de diameétre des pores.

» Détermination de la surface spécifique et du diamétre des pores
La surface spécifique est calculée a partir du volume de gaz nécessaire a la formation d’'une
monocouche pour des pressions relatives faibles et de la surface occupée par une molécule

d’adsorbat :
Vin

Sger = Nao

mol

avec o : aire occupée par une molécule d’adsorbat 0,162 nm2 pour Na 77K)
Vol : Volume molaire du gaz (22,4 L/mol)
Na : nombre d'Avogadro

L’équation BET (Brunauer, Emett, Teller) permet d’obtenir le volume nécessaire pour former

une monocoucHé

p _ 1 (C=Dp
Vipo—pP) VmC VnhCpg

avec V:volume adsorbé a la pression p
Vm : volume nécessaire pour former une monocouche
Po . pression de vapeur saturante de I'adsorbat
C : constante BET
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La distribution de la taille des pores est obtenue par la méthode BJH (Barett, Jayne,
Halenda}®. Le phénoméne de condensation capillaire apparaissant dans les mésopores est la
base de cette théorie qui est liée a la loi de Kelvin associant la pression p (pression a laquelle a
lieu la condensation) au rayon de courbure du ménisque du liquide formé.

p Y Vin
In—=-—

Po  (r, —t)RT
avec vy latension superficielle a la température Jlemrayon du pore ; t I'épaisseur d'une

couche adsorbée

Cette méthode est appliquée a la branche d’adsorption de I'isotherme et est basée sur le calcul
itératif. Elle permet de calculer la quantité de gaz adsorbé dans un intervalle de pression défini.
Le rayon poreux étant lié a la pression relative, il est possible de connaitre le volume cumulé
sur I'ensemble des intervalles en fonction du rayon poreux, qui par dérivation donne la
distribution de la taille des pores. Cependant, cette méthode sous-estime la taille des pores

d’environ 209%°. L’appareil utilisé est un Micromérictics Tristar 3000.

3. Spectroscopie Infrarouge a Transformée de Fourier
La spectroscopie Infrarouge a Transformée de Fourier (IRTF) est une technique d'analyse
permettant d'identifier les groupements chimiques. Le principe de I'analyse est basé sur la
vibration des liaisons inter-atomiques sous l'action d’'un rayonnement infrarouge. Chaque
groupement vibre a sa propre longueur d’onde et chacune de ces vibrations donne lieu a une
absorption. Les longueurs d'onde d’absorption dépendent de la liaison et du milieu
environnant. Nous avons examiné les matériaux silicatés poreux bruts, les matériaux poreux
contenant de I'enzyme physisorbée et les matériaux mésoporeux fonctionnalisés pour
observer les groupements silanols (SiOH) et autres groupements attestant d’'une adsorption de
'enzyme ou d’'une modification de la surface des matériaux. Cette technique a également été
utilisée pour déterminer le taux d’adsorption de I'enzyme et pour mettre en évidence la
fonctionnalisation du support.
Les spectres infrarouge ont été collectés sur un équipement Harrick DRA-2CI et la cellule est
de type Harrick HVC-DRP. Avant I'analyse, les matériaux ont été dispersés dans une matrice
de KBr utilisée comme référence (5% en masse). Les spectres sont enregistrés en mode

réflexion diffuse avec une résolution spectrale fixée & 8 ente nombre de scans est de 50.
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Les spectres sont présentés en mode pseudo-absorbance [-log (R)] ou R est la réflectance

exprimeée par le rapport entre I'échantillonBt celle de la référence (KBr) JRR = R/R))].

a. Détermination de la quantité d’enzyme sur les matériaux poreux

La quantité d’enzyme adsorbée sur le matériau est déterminée en mesurant les aires des pics
des vibrations correspondant & l'enzyme qui se situent entre 1460 et 1530 cm
(respectivement amide Ill et amide I1). La bande & 1643 cmrespond & la vibration de
'amide I, mais elle n’est pas prise en compte pour la détermination du taux d’adsorption, car
elle est sensible a I'eau et integre une légere contribution de la silice. Les valeurs des aires des
bandes de I'enzyme se situant entre 1770 et 210Dsumt normalisées par rapport a I'aire

des bandes correspondant au réseau de silice servant d'étalon interne. La Figure [I-9

représente un spectre infrarouge typique obtenu pour un matériau SBA-15 contenant.la Mm-L

-a— Elongation anti-symétrique
Si-O-Si

Lipase :

Amide 1 (C=0) (1600-1700 cif)
Amide Il (N-H) (1510-1580 crf)
Amide il (C-N) (1460 crt)

-log(R)

Silanols libres

l

Etalon inteme
Si-0-Si (1750-2100 cif)

l

—
500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000
Nombres d'onde (cP)

Figure 11-9 - Spectre infrarouge d'un matériau SBA-15 contenant la Mm-L

b. Isotherme d’adsorption

Pour établir les isothermes d’adsorption, une courbe d’étalonnage est nécessaire afin de
connaitre la quantité d’enzyme adsorbée a I'équilibre. Pour cela, des quantités connues
d’enzyme ont été dispersées mecaniqguement dans le matériau et les échantillons ont été
analysés par IR. Les courbes d’étalonnage ont été établies pour chaque type de matériau
utilisé (SBA, MMF, matériaux méso-macroporeux) (Figure 11-10).
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Figure 11-10 - Droites d'étalonnage relatives aux matériaux SBA-15, MMF et matériau méso-

macroporeux

Pour chaque échantillon dont on veut connaitre la quantité adsorbée, on détermine a partir du
spectre IR la valeur du rapport entre les aires des bandes de vibration amide Il et amide Il
relatives a I'enzyme et celle de la silice qui est reportées sur la droite d’étalonnage et ce qui
permet de déterminer la concentration d’enzyme en milligramme par milligramme de
matériau.

L’isotherme d’adsorption représente la quantité d’enzyme adsorbée a I'équilibre par le
matériau en fonction de la concentration d’enzyme non adsorbée (restant en solution). La
Figure II-11 illustre le temps nécessaire pour atteindre I'équilibre pour les matériaux SBA-15
(Figure 1I-11A) et MMF (Figure 11-11B).

0,5
. A 05
0,44 . . 0.4
o
b4 i
R 03
? R : Hg’
2 0,2 o © ° o ) .
S o © £ 0,21 . . . .
° L[]
0.1+ 0,14
0,0 T T T T T T T T T T T T T T 0,0
’ T T T T
0 50 100 150 200 250 300 350 400 0 50 100 150 200 250 300
Temps d'immobilisation (min) Temps d'immobilisation (min)

Figure 1l-11 - Evolution de I'adsorption d'enzyme en fonction du temps d'immobilisation
(A: SBA-15; B: MMF ; e : concentration initiale en lipase de 5 mg/mL eb : concentration

initiale en lipase de 2 mg/mL)
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On peut constater que la concentration initiale en lipase n'influence pas le temps

d'immobilisation.

4. Reésonance magnétique nucléaire (RMN) du solide
La spectroscopie par résonance magnétigue nucléaire du solide est une technique
complémentaire de la diffraction des rayons X car elle donne des informations sur
'environnement chimique des atomes alors que la diffraction des rayons X renseigne sur
'organisation des atomes a longue distance. Le comportement des spins nucléaires des
atomes considérés placés dans un champ magnétique est a la base de cette technique. Des
interactions se créent entre I'atome considéré et son environnement électrique et peuvent
décrire la structure du matériau. De ce fait, la dépendance des niveaux d’énergie magnétique
entre le noyau et 'environnement est décrite par le déplacement chimique. La mesure de ce
déplacement permet de caractériser I'environnement chimique immédiat du noyau examiné.
Le spectrométre utilisé est un spectrometre DSX300 de marque Briiker. Dans ce travail, deux
noyaux ont été considérés, le siliciufiSf) et le carbone™{C). Les échantillons forment un
angle de 54,74° avec la direction du champ magnétique dont lintensité est de 7,04 T. Les

échantillons sont placés dans des rotors en zirconium de 4 mm.

5. Porosimétrie a mercure

Cette technique a été utilisée dans le but de déterminer la taille des macropores présents dans
les matériaux a porosité hiérarchisée. Pouvant mesurer des diametres de pores allant jusqu’a
guelques dizaines de micromeétres, elle est complémentaire a I'adsorption-désorption d’azote
qui elle permet de connaitre la taille des pores dans le domaine mésomeétrique. La
porosimétrie a mercure est basée sur les propriétés non mouillantes du mercure. Lorsque le
mercure entre en contact avec un solide, il ne s’adsorbe pas immédiatement sur les parois, car
il possede une tension superficielle élevée. Cela entraine une résistance qui empéche la
pénétration du mercure dans les pores. Cette résistance peut étre dépassée si une pression

extérieure est appliquée.

Il existe une relation entre cette pression et la taille des pores qui est donnée par I'équation de
Washburn :

p'r=-—2ycos9
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avec r la taille des poregja tension de surface du mercui¢angle de contact, p la pression

absolue appliquée.

L’application de cette relation est soumise a I'hypothése que les pores soient cylindriques.
Connaissant la quantité de mercure ayant pénétré dans le solide et la pression d’équilibre, il

est possible de déterminer la taille des macropores.

6. Chromatographie en phase gazeuse
La chromatographie en phase gazeuse est une technique permettant de séparer des molécules
d’'un mélange complexe. Cette technique s’applique aux composés facilement vaporisables
par chauffage, mais sans que ces derniers se décomposent. L'appareil utilisé, présenté en
Figure 11-12, est un équipement de chromatographie en phase gazeuse couplé a un

spectrométre de masse.

Figure 1I-12 - Photographie de 'appareil GC-MS Shimadzu QP2010 SE

L’appareil est constitué d'un bloc « séparation » et d'un bloc « détection ». Le bloc

« séparation » est constitué d’'une colonne (DB5-MS UI) situé dans un four, d’un injecteur et
d’'un détecteur. Le bloc « détection » est un spectrometre de masse. L'échantillon injecté est
ionisé et passe dans le détecteur par l'intermédiaire d'un quadripble séparant les ions. Ce
guadripble est composé de quatre « pbles » ou circule une tension positive dans les deux poles
qui s’opposent et une tension négative dans les deux autres pdles ainsi que dune
radiofréquence. L'utilisation d’'une chromatographie en phase gazeuse couplée a un
spectrometre de masse permet d'identifier les différentes espéces présentes dans I'échantillon
grace au spectre de masse et a une librairie sans injecter d’échantillon référence pour
identifier les constituants.

Les produits issus de la réaction de transestérification sont composés de plusieurs esters

méthyliques qui ont chacun un point de fusion différent. Pour obtenir I'ensemble des esters
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meéthyliques sur un méme chromatogramme, un cycle de chauffe a été optimisé (Figure II-
13A).

35C

B Oléate de méthyle
A Ci18:1

300+
250+

2004 Etalon interne

Linoléate de méthyle

1504 c18:2
1 Stéarate
100+ de méthyle

C18:0

Temperature (°C)
Intensité

50 Palmitate de méthyle

C16:0 JL M
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8 9 10 11 12 13 14
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Figure 1I-13 - Cycle de chauffe (A) et chromatogramme typique obtenu par GC-MS (B)

Lors de I'analyse, I'échantillon est ionisé et tous les ions sont détectés et suivis en méme
temps. Le total de ces ions donne un chromatogramme appelé « TIC » pour Total lon
Chromatogram. Il est alors possible d’extraire de fagon judicieuse de ce chromatogramme
complet, quelgues ions et de retracer un chromatogramme correspondant a chacun de ces ions
qui sont choisis de maniére a ce gu’ils soient représentatifs de chaque espéce. Cela permet
d’affiner le chromatogramme et de le rendre plus sélectif et plus sensible.

Les échantillons sont purifiés de fagon a récupérer uniguement les esters méthyliques, car les
produits de la réaction de transestérification sont composés d'esters et d’acides gras. La
Figure 11-13B montre un chromatogramme typique obtenu par GC-MS. Le laurate de méthyle

a été choisi comme étalon interne et a été ajouté aux produits de réaction pour la

guantification des produits. Son temps de rétention est le plus court.

7. Purification des produits des réactions de transestérification
Pour purifier les produits des réactions de transestérification, la séparation des acides gras et
des esters est nécessaire et des cartouches S8H& Phase Extraction) ont été utilisées.
Cette technique d’extraction est simple d’emploi, rapide et efficace. Le principe consiste a
adsorber les composés a séparer sur une phase stationnaire contenue dans la cartouche, puis
ils sont récupérés lors de I'élution de ces composés. La phase stationnaire est composée de

silice dont la surface spécifique est de 53fymSur cette silice sont greffées des chaines
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octadécyles (composées de 18 atomes de carbone) qui favorisent I'adsorption des composés.
Le protocole mis au point pour séparer les esters des acides gras est le suivant :

« conditionnement : I'activation de la phase et son conditionnement sont effectués en
introduisant 1 mL d’acétonitrile. Ensuite, I'acétonitrile est évacué en gardant la phase
stationnaire mouillée.

e dépbt de I'échantillon : 100 pL de produits de la réaction sont placés dans la cartouche
ainsi que 100 pL d’une solution contenant 0,4% d’étalon interne (laurate de méthyle).

» élution des composés : la récupération des esters méthyliques se fait en injectant 9 mL
d’acétonitrile dans la cartouche puisque les esters sont miscibles dans ce solvant,
contrairement aux acides gras.

» pour compléter la purification, 1 mL d’acétonitrile est ajouté aux 9 mL déja présents.
L’étalon interne et I'échantillon sont déposés dans les cartouches SPE en méme temps afin
gue la purification n’influence pas le rendement de la réaction. En effet, I'étalon interne étant
un ester, si les esters méthyliques ne sont pas totalement récupérés, il en sera de méme pour

I'’étalon interne.

8. Calcul du rendement des réactions de transestérification
L’efficacité du biocatalyseur vis a vis d'une réaction de transestérification est évaluée en
calculant le rendement de la réaction. Par définition, le rendement est le rapport entre la
quantité de produit obtenue et la quantité maximale théorique que I'on peut obtenir. La
détermination des quantités des produits de réaction s’effectue par chromatographie en phase
gazeuse. Pour cela, 1QQ de produits de réaction sont dilués dans I'acétonitrile ou I'hexane
contenant du laurate de méthyle a 0,004% jouant le réle d’étalon interne. L’étalon interne

permet de quantifier les esters méthyliques en rapportant les aires de ces ggjead e

de I'étalon interne (A) IZE—M. Auparavant, une droite d’étalonnage est établie a partir d’'une
EI

solution contenant uniquement les esters méthyliques issus de I'huile de colza. Ces esters ont
été obtenus en transestérifiant par voie chimique I'huile en suivant le protocole donné dans la
publication de Freedmaet al'®. Dans cette expérience, 13 g de méthanol sont ajoutés & 60 g
d’huile de colza et 'ensemble est porté a 60°C. Ensuite, 0,39 g de méthoxyde de potassium
est incorporé au mélange (0,5% de la masse d’huile). Le tout est placé sous un réfrigérant qui
comporte une garde contenant du Ga€lsa sortie pour capter I'eau afin qu’elle ne
s’incorpore pas au mélange. La réaction dure 24 heures. La solution est ensuite filtrée. Pour

séparer le glycérol formé, on ajoute de I'éther de pétrole ainsi que du sulfate de sodium afin
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de piéger l'eau présente dans le milieu réactionnel. Une nouvelle étape de filtration est
nécessaire. Enfin, l'utilisation de I'évaporateur rotatif permet d’extraire I'éther de pétrole,
mais également I'excés de méthanol.

Pour établir la droite d’étalonnage, nous avons considéré plusieurs cas. Pour un rendement de
100% de la réaction de transestérification par voie chimique, la solution d'acétonitrile (10 mL)
contient 100 uL d’esters méthyliques purs ; pour un rendement de 75%, la solution contient
75 uL etc. Ainsi en injectant 1 pL de ces différentes solutions dans la GC-MS, il est possible
de connaitre les quantités des esters méthyliques produits en mesurant les aires des différents
pics et en rapportant ces aires a I'aire de I'étalon interne. La droite d’étalonnage a ainsi pu étre

construite (Figure 11-14).
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Figure 1I-14 - Droite d'étalonnage des esters méthyliques

Dans le cas de la méthanolyse de I'huile de colza, le rapport molaire stoechiométrique entre le
méthanol et I'huile est de 3. Si le rapport molaire est inférieur & 3, c’est le méthanol qui joue
le role de réactif limitant, alors que si le rapport molaire est supérieur a 3, le réactif limitant
est I'huile. On doit noter que le rapport molaire entre le méthanol et I'huile est important pour
la réaction de transestérification. Selon que le méthanol ou I'huile est I'espece limitante, le
calcul du rendement est différent.

» Cas 1:le méthanol est le réactif limitant
Pour des rapports molaires méthanol/huile inférieurs a 3, le rendement est le rapport entre le
nombre de moles d’esters méthyliques produitsXret le nombre de moles de méthanol

(nmeor) présents dans la réaction.
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Il s’exprime donc par la relation suivante:

n
EM . 100

Rendement (%) =
NMmeoH

En analysant par GC-MS I'échantillon issu d'une réaction de transestérification, nous pouvons

en déduire le volume d’esters méthyliquég,) présents a partir de la droite d’étalonnage:

I VEM " PEM
EM = —
Mgm

avecpgym la masse volumique moyenne Mgy, la masse molaire moyenne des esters

méthyliques

Cette donnée permet de déduire le nombre de moles d'esters méthyliques et le rendement peut

étre calculé a partir du nombre de moles de méthanol qui est introduit.

e Cas 2 : I'huile est le réactif limitant
Dans les cas ou le rapport méthanol/huile est supérieur a 3, une transestérification totale d’'un

échantillon d’huile de colza est alors effectuée par voie chimique. Le rapport dé?g—“éiess
EI
déterminé et sert de référendg.f). Par ailleurs, ce méme rappbyt;, est déterminé avec

I’échantillon issu d’une réaction dont on veut connaitre le rendement. Ce rendement est alors

calculé en rapportant a la référence.

Téch

- 100

Rendement (%) =
l—‘ref

e Cas 3: Réaction en condition stoechiométrique
Pour un rapport méthanol/huile égal a 3, les deux méthodes (cas 1 ou 2) peuvent étre

appliguées.

9. Plan d’expérience
L’optimisation des conditions de la réaction de transestérification a été réalisée a I'aide d’'un
plan d’expérience. Les plans d’expériences sont utilisés pour optimiser les conditions d’'un
systeme en limitant le nombre d’expériences. Dans notre cas, le systeme étudié est la réaction
de transestérification qui a pour valeur de sortie le rendement de cette réaction. Plusieurs

parameétres peuvent influencer le rendement, tel que le rapport molaire méthanol/huile ou la
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Chapitre Il : Partie expérimentale

température. La variation successive et systématique de tous les paramétres conduirait a
réaliser des centaines d’expériences. Ces parameétres sont souvent dépendants les uns des
autres. Nous avons choisi comme type de plan d'expérience un plan factoriel composite a
deux niveaux. Le plan factoriel composite est composé d’'un nombre limité de niveaux pour
chaque facteur. Dans notre étude, le plan étudié est un pladeR signifie que quatre
facteurs ont été investigués ayant chacun deux niveaux. De plus, il y a également des points
situés au centre du domaine d'étude. Ce type de plan permet de modéliser mathématiquement
le systeme étudié. Cette méthode est un outil statistique et mathématique qui s'adapte a un
modele afin de définir les interactions existantes entre les différents facteurs. Les plans
d’expériences utilisent un vocabulaire spécifique. Le terme « facteur » correspond au
parameétre utilisé et le terme « niveau » fait référence aux différentes valeurs prises par les
facteurs.

Plusieurs parametres ont été pris en considération, comme le rapport molaire méthanol/huile,
la température, le temps de réaction, I'agitation ou encore I'ajout d’eau (ou autre co-solvant)
dans la réaction. Le volume d'huile de colza utilisé a été maintenu constant a 600 pL.

L’agitation a été fixée a 100 tours par minute et la masse de catalyseur a été prise a 10 mg.
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IX

Chapitre Il : Physisorption de I'enzyme

sur un support silicaté mésoporeux

Ce chapitre est consacré a I'élaboration d’'un biocatalyseur en physisorbant |dMizase
miehei(Mm-L) sur des matériaux mésoporeux silicatés synthétisés a 'aide de deux types de
tensioactif. L'effet du pH de la solution et des caractéristiques des deux supports sur
'adsorption de la lipasMm-L ont été tout d’abord examinés. Puis, la méthanolyse de I'huile
de colza est realisée a l'aide du bioréacteur. Enfin, les conditions de la réaction de

transestérification seront optimisées grace a l'utilisation d'un plan d'expériences.
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Chapitre Il : Physisorption de I'enzyme sur un support silicaté mésoporeux

Cette étude a debuté par la synthese de deux matériaux meésoporeux présentant la méme
structure, mais ayant une taille de pores différente. Cela a permis d’étudier I'influence des
caractéristiques structurales sur l'adsorption physique de I'enzyme. Ensuite, nous avons
examiné l'influence du pH de la solution enzymatique sur la quantité d’enzyme adsorbée.
Puis, les bioréacteurs ont été utilisés pour effectuer la réaction de transestérification de I'huile
de colza.

A. Supports mésoporeux silicatés
Ces matériaux ont été synthétisés selon le mécanisme coopératif d’autoassemblage (CTM)

décrit dans le chapitre 1. Le protocole de synthese des deux supports mésoporeux désignés
SBA-15 et MMF est détaillé dans le chapitre 2.

1. Matériau SBA-15
Le matériau SBA-15 a été synthétisé a partir d'une solution micellaire de P123. Aprés les
étapes d’élimination du tensioactif par extraction a I'éthanol et de séchage, le matériau est
caractérisé. Une analyse par diffraction des rayons X aux petits angles (SAXS) permet de
déterminer la structure du matériau. La Figure IlI-1 représente le diffractogramme SAXS du
matériau mésoporeux SBA-15.

9,8 nm
(100)

5,7nm
(110) 4,9 nm
(200)

Intensité (u.a.)

r r r r
0,5 10 15 2,0 2,5

g (nm)

Figure 11I-1 - Diffractogramme SAXS du matériau SBA-15

D’aprés ce diffractogramme, on peut observer trois pics situés a 9,8 nm, 5,7 et 4,9 nm
caractéristiques d’'un arrangement hexagonal des pores car le rapport entre le premier pic et
les deux autres pics est 48 et 2. La distance de répétition des pores est calculée a partir du

premier pic. Pour ce matériau, la distance entre les plans (100) est de 9,8 nm. Une analyse par
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adsorption-désorption d'azote a également été effectuée sur le matériau SBA-15 pour

déterminer sa surface spécifique, la taille des pores et son volume poreux (Figure 111-2).

700 0,5
600 04 8,5nm
£ <
G 500 g !
O - 0,3
8 o t
S e
§ 400 S,
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2 300 3 \
32 01 !
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100 — 7T T T T 1 T 1 T T T T T T T T T T r r r . . .
00 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 0 5 10 15 %0 5 30
Pression relative (p/p Diamétre des pores (nm)

Figure 111-2 - Isotherme d'adsorption-désorption d'azote et distribution de la taille des pores du
matériau SBA-15

L’isotherme d’adsorption-désorption d’azote est une isotherme de type IV, caractéristique
d’'un matériau mésoporeux. De plus, la distribution de la taille des pores est uniforme et
centrée sur 8,5 nm. L'image réalisée par microscopie électronique a balayage confirme la
structure et la mésoporosité du matériau (Figure IlI-3). Le Tableau IlI-1 récapitule les

caractéristiques du matériau SBA-15.

Figure I1I-3 - Image MEB du matériau SBA-15

Tableau IlI-1 - Caractéristiques du matériau SBA-15

Parametre Diametre des Surface spécifique Volume poreux Epaisseur du mur
Support de maille
pores (nm) Seer(M?/g) V, (cnv/g) e (nm)
a (nm)
SBA-15 11,3 8,5 700 0,72 2,8
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Chapitre Il : Physisorption de I'enzyme sur un support silicaté mésoporeux

2. Matériau MMF
Ce matériau a été préparé a partir d'un meélange de tensioactifs fluorés. Le protocole est

détaillé dans le chapitre 2. Le diffractogramme SAXS présenté en Figure IlI-4 montre trois

pics situés a 5,8 nm, 3,4 et 2,9 nm, caractéristiques d’'un arrangement hexagonal des pores. La

distance entre les plans (100) est de 5,8 nm.

5,8 nm
(100)

Intensité (u.a.)

T T T T
0,5 1,0 15 2,0 25

g (nni)

Figure llI-4 - Diffractogramme SAXS du matériau MMF

Le résultat de l'analyse par adsorption-désorption d'azote permet de confirmer la
mésoporosité du matériau car I'isotherme d’adsorption est de type IV. La distribution de la
taille des pores est étroite et centrée sur 5,7 nm montrant I’'homogénéité des pores. Le Tableau

[1I-2 récapitule les caractéristiques du matériau MMF.
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Figure 1lI-5 - Isotherme d'adsorption-désorption d'azote et distribution de la taille des pores du
matériau MMF
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Tableau IlI-2 - Caractéristiques du matériau MMF

Parametre L P .
. Diameétre des Surface spécifique Volume poreux Epaisseur du mur
Support de maille
pores (nm) Sser(M?/Q) Vp(cm3/g) e (nm)
& (nm)
MMF 6,7 5,7 1000 15 1,0

3. Stabilité des matériaux SBA-15 et MMF dans les conditions
d'immobilisation de I'enzyme
Lors de I'adsorption de I'enzyme, ces deux matériaux sont plongés dans une solution de TRIS
a pH 3, 6 et 10. Il est donc intéressant de connaitre l'influence du pH de la solution sur les
propriétés des matériaux. Pour cela, le protocole est identique a celui de I'immobilisation de

'enzyme, a la différence que la solution tampon ne contient pas la lipase.

a. Matériau SBA-15

Des analyses par diffraction des rayons X et adsorption-désorption d’azote ont été réalisées
pour examiner la stabilité du matériau lors de I'immobilisation. La Figure IlI-6 montre que la
structure du matériau n’est pas affectée par les conditions d’immobilisation quel que soit le
pH de la solution. En effet, sur les 3 diffractogrammes, les pics de diffraction apparaissent
clairement et sont de méme intensité. De plus, les rapports entre les premiéeres réflexions et les

réflexions secondaires sont toujours égaw’8 &t 2.

9,8 nm

Intensité (u.a.)

0,5 1,0 | i,s | 2,0 | 2,5
g (nni’)
Figure 111-6 — Diffractogrammes SAXS du matériau SBA-15 aprés immersion dans la solution &

différents pH
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Chapitre Il : Physisorption de I'enzyme sur un support silicaté mésoporeux

Concernant la texture du matériau, d’apres la Figure 1lI-7, la forme de [Iisotherme
d’adsorption prouve que la mésoporosité du matériau est conservée. Le diamétre des pores n'a
également pas été affecté par I'immersion dans les solutions a différents pH. Cependant, la
surface spécifique et le volume poreux sont modifiés par ce traitement. En effet, a pH 10, la
surface spécifique chute de 700 m#g & 380 m#g et le volume poreux passe de’@ 72 cm

0,65 cni/g.
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< 400
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Figure IlI-7 - Isotherme d'adsorption et distribution de la taille des pores aprés immersion du

matériau SBA-15 dans la solution a différents pH

b. Matériau MMF

Une étude similaire a été réalisée sur le matériau MMF. La Figure IlI-8 représente les
diffractogrammes SAXS du matériau apres traitement dans les solutions a différents pH. On
peut constater qu'a pH 3 et 6, les pics du deuxiéme ordre sont moins intenses que ceux du
matériau initial et ont totalement disparu aprés immersion dans la solution tampon a pH 10.

La structure des mésopores est donc dégradée.

\\
\\/\\w
\‘/\\\w

Intensité (u.a.)
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Figure 111-8 - Diffractogrammes SAXS du matériau MMF aprés immersion dans la solution a

différents pH
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L’analyse par adsorption-désorption d’azote (Figure IlI-9) montre que le matériau conserve
une mésoporosité malgré le traitement, car l'isotherme reste de type IV. Cependant, le volume
adsorbé diminue pour les traitements effectués a pH 3 et 6, cela est plus particulierement
marqué pour le matériau ayant été plongé dans la solution a pH 10. Quel que soit le pH de la
solution, la taille des pores diminue légerement, passant de 5,7 nm a 5,2 nm (5,1 nm a pH 10).
Les valeurs de dV/dD sont plus faibles que celles du matériau MMF initial, en particulier pour
le matériau qui a été plongé dans la solution a pH 10. Cela prouve une perte de mésoporosité.
De plus, la surface spécifique et le volume poreux baissent pour les trois pH. Le Tableau III-3

est un récapitulatif des caractéristiques des matériaux SBA-15 et MMF apres immersion dans

les solutions a différents pH.
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oo P 0,25 —=—pH3
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Figure I1I-9 - Isotherme d'adsorption-désorption d’azote et distribution de la taille des pores

apres immersion du matériau MMF dans la solution tampon

Tableau III-3 - Récapitulatif des caractéristiques des matériaux SBA-15 et MMF apres

immersion dans les solutions a différents pH

Diametre Surface
Volume poreux

Support pH & (nm) des pores spécifique 3
V,(cm’/
(M)  Ser(meig) PO

3 6,7 5,2 751 0,76

MMF 6 6,7 5,2 732 0,79
10 - 51 564 0,4

3 11,3 8,5 490 0,72

SBA-15 6 11,3 8,5 417 0,65
10 11,3 8,5 380 0,65
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Chapitre Il : Physisorption de I'enzyme sur un support silicaté mésoporeux

La stabilité de ces deux matériaux est en relation avec leur état de surface. L’hydrolyse et la
condensation de la source de silice (TMOS) conduisent a la formation d’espéces composées

d’éléments Si-O-Si selon les réactions suivantes :

=Si-OCH; + H,O = =Si-OH +CHOH (hydrolyse)
=Si-OH +0OH-S& = =Si-0O-Si + HO (condensation)

Au cours de ces réactions, les groupements silanols sont formés a la surface. L'eau adsorbée
sur ces groupements est a l'origine de I'hydrolyse des liaisons Si-O-Si. Il a été rapporté dans
la littérature qu’il y a un réarrangement de la silice entre pH 5 et 10 car la vitesse de
dissolution augmente forteménte passage de pH 3 & pH 8 a pour conséquence de tripler
I'ordre de grandeur de la vitesse de dissolution. Pour les pH éleveés, les iofmi®t0D,) se

trouvant en concentration élevée entrainent une attaque nucléophile des atomes de silice liés

aux siloxanes de surface, comme le montre I'équation suivante :
=Si-O-Si + O, = =Si-OH + =5i-0 + H,0

Ces silanols subissant l'attaque des aniog®,Hconduisent a la formation de silanodiol
[=Si-(OH),] et d’anions polysilicatés=Si-O]. Ensuite, il y a formation de silanotriol
[-Si(OH)s] et d’acide orthosilicique [Si(OH) due a la présence dez®: qui attaque
respectivement [=Si-(OH]) et [-Si(OH)]. La recondensation des especes orthosiliciques et

polysilicatées a lieu, comme le montre la réaction suivante :
=Si-O + Si(OH), = Si-O-Si(OH} + OH

Par conséquent, la silice subit des phénomeénes de dissolution et recondensation.

La caractérisation des matériaux ayant été plongés dans les solutions tampon montre que le
matériau SBA-15 présente une meilleure stabilité comparée au matériau MMF. La structure
des mésopores est préservée, alors que pour le matériau MMF, on observe un début
d’effondrement de la structure des pores. L'épaisseur des parois du matériau SBA-15 étant
plus importante explique cette différence de comportement. En effet, le matériau SBA-15 a
une épaisseur de mur de 2,8 nm alors que le matériau MMF possede des murs de seulement
1 nm. Le matériau SBA-15 présente également un plus haut degré de condensation de la silice
gue le matériau MMF. Un autre groupe a étudié la dissolution de la silice pour des matériaux
de type MCM-41, SBA-15 et un matériau HMS, en solution aqueuse dans le cadre du
traitement des eaf@ixCes chercheurs ont montré que la basicité de la solution dans laquelle

sont plongés les matériaux mésoporeux influence leur dégradation. C’est pourquoi les auteurs
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proposent une utilisation des matériaux dans des conditions acides pour ralentir leur
dissolution. Cependant, ils ont montré que le matériau SBA-15 n’est pas affecté si les
conditions sont neutres (pH 7). Guthaeal se sont également intéressés a la stabilité du
matériau MCM-41 dans une solution aquelselLeur résultat met en évidence une
meétastabilité du matériau dans une eau déminéralisée par rapport a son analogue amorphe. lls
expliguent cela par le fait que le matériau MCM-41 se déstructure en présence d’eau. Une
précipitation de cette silice désorganisée sur les particules de MCM-41 est observée,

produisant une couche protectrice a la surface du matériau MCM-41.

B. Préparation du bioréacteur mésoporeux par physisorption

Les isothermes d’adsorption de I'enzyme ont été réalisés dans le but de déterminer la quantité
de lipase adsorbée sur le matériau. Le protocole d'adsorption d’enzyme, le calcul de la
guantité d’enzyme adsorbée et la I'établissement des isothermes d’adsorption sont décrits
dans le chapitre 2. Les matériaux SBA-15 et MMF ont été utilisés comme support

d’'immobilisation.

1. Matériau SBA-15
En faisant varier la quantité initiale de lipase dans la solution, I'adsorption de cette derniére
sur le support peut étre mise en évidence par infrarouge. La Figure 1lI-10 présente des
spectres IR montrant 'adsorption de I'enzyme sur le matériau pour une immobilisation a pH 6
et I'on observe entre autres les vibrations caractéristiques de la lipase. On peut observer une
augmentation des bandes amide Il (1510-1586)crat Il (1460 cm) lorsque la
concentration en lipase augmente. Cette augmentation met en évidence I'adsorption croissante
de I'enzyme sur le matériau. La bande amide A (3333)@st également caractéristique de
la lipase. La diminution de l'intensité de la bande des silanols libres (3740ptouve &

nouveau la présence d’enzyme sur le matériau.
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Chapitre Il : Physisorption de I'enzyme sur un support silicaté mésoporeux
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Figure IlI-10 - Spectres IR montrant les bandes caractéristiques de I'enzyme lors de son adsorption

sur le matériau SBA-15 a différentes concentrations de lipase dans une solution a pH 6

Une analyse par adsorption-désorption d’azote des matériaux aprés immobilisation permet
aussi de caractériser I'adsorption. Ce type d’analyse a été effectué sur les supports apres

immobilisation de I'enzyme a pH 3, 6 et 10. Ces analyses sont présentées sur la Figure IlI-11.
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Figure IlI-11 - Isotherme d'adsorption-désorption d'azote et distribution de la taille des pores du
matériau SBA-15 aprés immobilisation a pH3 (A), 6 (B) et 10 (C)
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Les isothermes d’adsorption d'azote du matériau SBA-15 apres immobilisation dans
différentes conditions sont toujours de type IV, montrant la mésoporosité du support. D’'apres
la Figure 1ll-12, on peut voir que le volume adsorbé diminue lorsque la concentration en
enzyme augmente, et ce, quel que soit le pH de la solution d'immobilisation. Ce résultat met
en évidence une hausse du taux d’adsorption de I'enzyme. La valeur dV/dD issue de la
distribution de la taille des pores est plus faible que la valeur dvV/dD du matériau initial. Cela
constitue une nouvelle fois la preuve de I'adsorption de I'enzyme. La surface spécifique et le
volume poreux diminuent avec 'augmentation de la concentration en lipase de la solution. La
diminution du volume poreux aux trois pH indique que lI'enzyme est bien adsorbée a

l'intérieur des pores. Par contre, la taille des pores reste constante.
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Figure 1lI-12 - Variation de la surface spécifique, du volume poreux et de la taille des pores du

matériau SBA-15 en fonction de la concentration initiale en lipase pour les pH d'immobilisation

3 (A), 6 (B) et 10 (C)
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Chapitre Il : Physisorption de I'enzyme sur un support silicaté mésoporeux

Les caractéristiques texturales du matériau SBA-15 pouvant étre modifiées par I'adsorption
d'enzyme, une analyse par diffraction des rayons X aux petits angles est effectuée pour

vérifier la structure du réseau mésoporeux apres I'étape d'immobilisation (Figure I11-13).
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Figure IlI-13 - Diffractogrammes SAXS du matériau SBA-15 apres immobilisation de [Mm-L a

5 mg/mL et 20 mg/mL

Nous pouvons voir que l'immobilisation n'affecte pas I'arrangement hexagonal des pores, car
les trois réflexions sont bien visibles quelle que soit la concentration initiale en lipase
(5mg/mL ou 20 mg/mL).

Pour décrire I'adsorption de I'enzyme sur le matériau SBA-15, nous avons choisi de prendre
un modéle qui décrit de maniére simple cette adsorption, I'isotherme de Langmuir. Cette
isotherme d’adsorption met en relation I'adsorbat et le substrat sur lequel I'adsorbat vient se
fixer. Les isothermes d’adsorption présentées sur la Figure 11l-14 permettent de quantifier la

lipase adsorbée sur le matériau. Les points expérimentaux sont en accord avec le modele de
l'isotherme de Langmuir qui a pour équation :

— I max [C]eq
[Clea + KuL

our est la quantité d’enzyme adsorbEgax la quantité maximale d’enzyme adsorbjégdeq

la concentration résiduelle en enzymeket la constante de Langmuir.
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Figure IlI-14 - Isotherme d'adsorption de la lipase sur le matériau SBA-15 a différents pH

d'immobilisation

Les différents parametres de I'équation de Langmuir sont regroupés dans le Tableau 111-4.

Tableau IllI-4 - Valeurs des parametres de |'équation de Langmuir pour le matériau SBA-15 a

différents pH

Support pH 3 pH 6 pH 10
K. (mg.mL?Y) 1,27 1,02 0,23
SBA-15
[ max (Mg.mg") 0,64 0,5 0,4

Les résultats expérimentaux montrent qu’a pH 3, I'adsorption est plus élevée que pour les
autres pH. En effet, il est possible d'immobiliser 0,64 mg de lipase pour 1 mg de silice dans le
cas d'une immobilisation dans une solution a pH 3. Par contre, a pH 10, ce taux chute a
0,4 mg par mg de silice. La valeur de &aractérise I'affinité entre la lipase et le matériau.

Une valeur élevée de ce parametre signifie la présence d’interactions faibles entre I'enzyme et

le support.

2. Matériau MMF
Le matériau MMF présente des caractéristiques texturales difféerentes de celles du matériau
SBA-15 comme un diametre de pores plus petit, ainsi qu’'une surface spécifique et un volume
poreux plus élevés. Les conditions d’adsorption de la lipase sur ce support sont identiques a

celles du matériau SBA-15. Une analyse par adsorption-désorption d’azote est réalisée sur les
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Chapitre Il : Physisorption de I'enzyme sur un support silicaté mésoporeux

Surface spécifique (m2/g) Surface spécifique (m2/g)

Surface spécifique (m?2/g)

supports aprés immobilisation de la lipase pour connaitre I'évolution des caractéristiques du

matériau (Figure IlI-15).
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Figure IlI-15 - Variation de la surface spécifique, du volume poreux et de la taille des pores du
matériau MMF en fonction de la concentration initiale en lipase pour une immobilisation
réalisée a pH 3 (A), 6 (B) et 10 (C)

La diminution de la surface spécifique et du volume poreux confirment I'augmentation du
taux d’enzyme adsorbée lorsque la concentration initiale en lipase de la solution tampon croit,
et ce, pour les pH d'immobilisation de 3 et 6. Concernant les caractéristiques du matériau
aprés immobilisation a pH 10, on peut voir que la surface spécifique et le volume poreux ne
suivent pas les mémes évolutions qu'aux pH 3 et 6. En effet, la surface spécifique diminue
faiblement, et indiqgue une adsorption de I'enzyme dans ces conditions. L’évolution du
volume poreux semble confirmer cette faible adsorption. Ce résultat est validé par les
analyses IR décrites ci-aprés dans ce chapitre. Le diametre de pores reste inchangé pour les
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trois pH. Des analyses SAXS ont également été effectuées pour suivre I'évolution de
I'arrangement des mésopores (Figure I11-16).
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Figure IlI-16 - Diffractogramme SAXS du matériau MMF apres I'immobilisation de la lipase

dans une solution ayant une concentration de 5 mg/mL et de 20 mg/mL

D’apres la Figure 111-16, la structure du matériau est dégradée aprés I'immobilisation. Les
pics de diffraction sont globalement moins intenses, en particulier lorsque I'immobilisation
est faite avec une concentration initiale de 20 mg.nCela peut étre relié au phénoméne

d’érosion de la silice, présenté auparavant.

De la méme maniere que pour la matrice SBA-15, nous avons établi I'isotherme d’adsorption
pour le matériau MMF. L’'ajustement entre les points expérimentaux et le modele théorique
est faite également avec I'équation de Langmuir. La Figure 1lI-17 présente les isothermes
d’adsorption aux différents pH d'immobilisation (3, 6 et 10).
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Figure IlI-17 - Isotherme d'adsorption de la lipase sur le matériau MMF a différents pH

d'immobilisation
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Chapitre Il : Physisorption de I'enzyme sur un support silicaté mésoporeux

Le Tableau llI-5 est un récapitulatif des valeurs des parameétres de I'équation de Langmuir.

Tableau 1lI-5 - Valeurs des paramétres de I'équation de Langmuir pour le matériau MMF a

différents pH

Support pH3 pH6 pH10
K. (mg.mL* 4,7 3,2 -
MMF  (mg 3
I'max (Mg.mg") 0,45 0,35 -

Les résultats d’adsorption sur le matériau MMF suivent la méme tendance que pour le
matériau SBA-15. L’adsorption maximale a été realisée a pH 3. En effet, les valéys de
atteignent 0,45 mg/mg pour une immobilisation réalisée a pH 3, alors qu’elle n'est que de
0,35 pour une immobilisation a pH 6. Par contre, 'immobilisation a pH 10 n’a pas permis de
déterminer les valeurs de I'équation de Langmuir, les taux d’adsorption étant trop faibles.
Concernant les valeurs du parametrg klles suivent la méme évolution que pour le
parametrd nax C'est-a-dire que la valeur la plus élevée est obtenue pour une immobilisation a
pH 3 (4,7 mg/mL contre 3,2 pour I'immobilisation & pH 6). Cela traduit une adsorption plus

efficace a pH 3.

3. Discussion des résultats d’adsorption de la lipase
Les résultats expérimentaux ont montré une variation de la quantité d’enzyme adsorbée en
fonction du pH d'immobilisation. Cette variation met en évidence l'affinité de 'enzyme pour
le support dans certaines conditions. En effet, a pH 10, le taux d'immobilisation est le plus
faible, alors qu’au pH 3, I'adsorption est maximale, quel que soit le matériau utilisé. Cela peut
étre expliqué en considérant le point isoélectrique de la silice et de la Njpase miehei
D'apreés les travaux de Safide point de charge nulle d’une silice mésoporeuse est d’environ
3,0. En dessous de cette valeur de pH, la surface de la silice est chargée positivement et
négativement au dessus. Le point isoélectrique de la lipase est de 4,1. Cette différence entre le
point de charge nulle de la silice et le point isoélectrique de la lipase crée une zone ou il y a
coexistence de charges positives et de charges négatives (Figure 111-18). Par exemple, a pH 3,
la surface de la silice est chargée négativement ce qui entraine une interaction entre les
groupements de surface de la silice et les charges positives de surface de I'enzyme.
L’augmentation du pH de la solution au dessus de 4,1 conduit a un changement progressif de
I'état de charge de la surface de I'enzyme (cette derniere devient négative). Par conséquent,

des forces répulsives entre le matériau et la lipase limitent 'adsorption. Plus le pH de la
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solution tampon est élevé, plus la répulsion est grande. C’est pourquoi a pH 3, I'adsorption est
la plus élevée alors qu’a pH 10, elle est la plus faible. 8ak$ ont également tenu compte

des différentes valeurs des points isoélectriques de la lipase et de leur matériau mésoporeux
pour expliquer la physisorptidn Une étude menée par Dizgé al a mis en évidence
linfluence du pH de la solution enzymatique lors de I'immobilisatiobes auteurs ont
investigué l'effet du pH de la solution tampon sur I'adsorption de la lipasemomyces
lanuginosussur deux polymeres microporeux. Il en résulte qu'a pH 6, 'immobilisation est

maximale.

+ . -
K Y0
} Soe
Se
Adsorption
maximale
= k3
4,1
I L}

Figure I11-18 - lllustration schématique des différents points isoélectriques de la silice et de la

lipase

Les isothermes d’adsorption de I'enzyme sur le support permettent aussi de déterminer quel
matériau a le plus d’affinité pour I'enzyme. En comparant la Figure 1ll-14 (isotherme du
matériau SBA-15) et la Figure 11l-17 (isotherme du matériau MMF), une différence du taux
d’adsorption est observable. Dans les trois conditions d'immobilisation, on peut observer
gu’'une plus grande quantité d’enzyme se fixe sur le matériau SBA-15. La taille des pores
(SBA-15: 85nm; MMF: 57 nm) doit étre considérée. Concernant les capacités
d’adsorption proprement dite, le matériau SBA-15 peut accueillir au maximum 0,64 mg de
lipase par milligramme de matériau. Le support MMF lui sature lorsque le taux d’adsorption
atteint 0,45 mg/mg. Les valeurs de Honnent également des informations sur l'interaction
entre le matériau et la lipase. Ces valeurs sont plus élevées pour le support MMF que pour le
matériau SBA-15, cela traduit une affinité plus grande pour la matrice MMF. Ce résultat peut
étre relié a la concentration des silanols présents a la surface du support. En effet,
I'élimination du tensioactif par lavage du support SBA-15 est suivie d’'une calcination a
550°C alors que I'élimination du tensioactif pour le matériau MMF ne s’effectue que par
extraction a I'éthanol. Le processus de calcination permet d'augmenter le degré de
condensation de la silice et réduit le nombre de silanols a la surface du matériau. Nous

pouvons conclure que le support SBA-15 est plus résistant que la matrice MMF a I'adsorption
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Chapitre Il : Physisorption de I'enzyme sur un support silicaté mésoporeux

de la lipase. En effet, aprés l'immobilisation de I'enzyme, le matériau MMF perd
'organisation de ces mésopores contrairement au SBA-15. Cela est d0 d'une part a
I'épaisseur des murs séparant les pores et au degré de condensation de la silice.

Avant de tester le bioréacteur pour la réaction de transestérification, nous avons étudié le
relargage de I'enzyme. Aprés avoir immobilisé la lipase par physisorption sur le matériau
SBA-15, nous avons plongé le matériau dans la solution a pH 6. Un prélévement a été réalisé
a différents temps et le matériau a été analysé par spectroscopie IR pour déterminer le taux
d’adsorption. Ainsi, nous avons pu tracer I'évolution de la quantité d’enzyme adsorbée au

cours du temps d’immersion dans la solution (Figure 111-19).
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Figure I1I-19 - Evolution de la quantité d'enzyme adsorbée en fonction du temps d'immersion

dans la solution & pH 6

Les résultats montrent une conservation de la quantité de lipase adsorbée sur le matériau
SBA-15. Il n’y a pas de phénomene de relargage malgré la faible interaction entre la lipase et

le matériau.

C. Tests catalytiques préliminaires

De par leurs propriétés physico-chimiques et leur capacité d’adsorption, les matériaux
mésoporeux contenant I'enzyme sont de bons candidats pour la méthanolyse de I'huile de
colza. Leur efficacité catalytique est mesurée par rapport au rendement de la réaction de
transestérification. L'immobilisation de I'enzyme est une étape importante qui peut avoir un
effet sur la réaction et sur les supports. Le matériau MMF ayant perdu sa structure apres
immobilisation, il n'a donc pas été considéré pour les tests de synthese du biodiesel. Les
expériences ont été réalisées en utilisant, comme bioréacteur, le matériau SBA-15 uniquement.
Pour l'ensemble des expériences, le taux d’adsorption de lI'enzyme est constant et

'immobilisation est faite a partir de solutions a pH 3, 6 et 10 ayant une concentration initiale
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en lipase de 10 mg/mL. Cette valeur de concentration a été choisie de fagcon a avoir un taux
d'immobilisation de la lipase Mm+haximal.

Pour montrer 'efficacité de la catalyse enzymatique, 'ensemble des réactions présentées dans
la suite de ce travail ont été précédées de « blancs », c’est a dire de réactions réalisées dans les
mémes conditions mais sans lipase adsorbée, dans le but de mettre en évidence le pouvoir

catalytigue de la lipase. Le rendement de ces réactions dites « blanches » est inférieur a 1%.

1. Meéthanolyse de I'huile de colza

Le rendement de la réaction de transestérification est sensible a plusieurs parameétres comme
le rapport molaire méthanol/huile, la température, etc. Pour établir les conditions de départ,
nous avons utilisé I'étude reportée par Atral’. Les conditions étaient les suivantes :

- rapport molaire MeOH/huile = 3

- volume d’huile : 600 pL

- agitation = 100 rpm

- température de réaction = 44°C

- masse de catalyseur : 10 mg

L'immobilisation de I'enzyme a été réalisée dans une solution & pH6. Le rendement de ces
réactions est calculé a partir du méthanol. Cependant, dans ces conditions, le rendement de
ces réactions est tres faible. Pour tenter d’augmenter ce rendement, nous avons tout d’abord
diminué le rapport molaire MeOH/huile (rapport = 1) puisque, d’aprés la littérature, la
quantité d’alcool ajoutée dans le milieu réactionnel joue un réle important sur le rendement.
La Figure I1I-20 illustre I'évolution au cours du temps des esters méthyliques issus de la
réaction de transestérification dans ces conditions. Nous avons constaté que la réaction atteint
un rendement de 10% au bout 24 heures. Donc, avec un rapport molaire MeOH/huile de 1,
trois fois plus faible que le rapport stcechiométrique, nous obtenons des rendements peu
satisfaisants et la toxicité du méthanol vis-a-vis de la lipase est mise en cause. En effet, une
guantité trop importante de méthanol entraine une dénaturation et une désactivation de la
lipase. En prenant un rapport molaire égal a 1, ces problemes sont réduits. Des conditions plus

adaptées doivent donc étre trouvées.
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12

10
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Figure 111-20 - Suivi du rendement de la réaction de transestérification dans les conditions

suivantes : immobilisation a pH6 ; rapport molaire MeOH/huile : 1; agitation : 100 rpm ;

température de réaction : 44°C; masse de catalyseur : 10 mg

2. Influence du co-solvant sur le rendement de la réaction de

transestérification

D’apres des études réalisées dans la littérature, un co-solvant, tel que le tert-butanol ou I'eau
peut améliorer I'activité catalytigfieUne revue sur I'effet d’un ajout d’eau dans la réaction

de transestérification catalysée par une lipase a été écrite par Atatladhet a montré
lintérét d’un tel ajout'® Nous avons donc étudié I'influence de I'ajout d’eau dans le milieu

réactionnel pour des temps des réactions de 24 et 72 heures (Figure 111-21).
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Figure 1lI-21 - Evolution du rendement en esters méthyliques en fonction du pourcentage d'eau.

Le temps a été fixé a 24 (A) et a 72 heures (B)
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On peut voir sur ces deux figures, quel que soit le temps de réaction, qu’'un apport d’eau allant
jusqu'a 5% permet d’augmenter le rendement en esters méthyliques de la réaction, au-dela de
cette quantité d'eau, le rendement chute. L'ajout d’eau optimal dans ces conditions de
réaction est donc de 5% et permet d’augmenter significativement le rendement puisqu’il passe
de 10 a 70-80%. Par contre, un ajout trop important d’eau conduit a la chute du rendement
due a I'hydrolyse des triglycérides par la lipdsé L’ajout d’eau a pour effet d’augmenter le

taux d’interface huile/enzyme par l'intermédiaire de la formation d’'une émulsion et facilite
ainsi la catalyse enzymatique. Nous avons ensuite suivi au cours du temps le rendement en

esters méthyliques de la réaction de transestérification (Figure 111-22).
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Figure I11-22 - Evolution cinétique de la formation d’esters méthyliques sans ajout (a) et avec
ajout de 5% d’eau (b)

L’ajout de 5% d’eau dans le systéme a pour effet de faire passer le rendement de 10% a 76%.
Cette valeur de rendement est atteinte au bout de 50 heures de réaction. De tels rendements
sont reportés dans la littérature. Par exemple, Maeaiab ont obtenu un rendement de 77%

pour une réaction de transestérification de la trioléine en présence de méthanol catalysée par
la lipase Rhizomucor miehephysisorbée sur un matériau mésoporeux organisés et sans
solvant type hexari&

Le Tableau llI-6 est un récapitulatif des vitesses initiales déterminées dans le cas des réactions
effectuées avec et sans eau. On peut voir que I'ajout de 5% d’eau dans le milieu réactionnel a
permis de multiplier par 20 la vitesse de formation des esters, passant de 1,6 pmol d’esters par
heure a 31,9. Par ailleurs, la vitesse de consommation du méthanol a été également calculée et

I'on constate qu’elle correspond a la vitesse initiale de formation des esters.
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Tableau IlI-6 - Récapitulatif des vitesses initiales

Bioréacteur Réaction Consommation de MeOH Formation des esters méthyliques
Température AJ.OUt \_/|_t(_asse Vitesse initiale Vitesse initiale  Vitesse initiale
Support °C) deau initiale ol himgm.) @mollh)  (umol/h/mgym.)
(%) (umol/h) m-L m-L
0 1,6 0,38 1,6 0,38
SBA-15 44
5 33,1 7.8 31,9 7,59

La réaction de transestérification a été réalisée avec un bioréacteur dont I'immobilisation a été
faite dans une solution a pH6. Nous avons effectué d’autres réactions de méthanolyse de
I'huile de colza en immobilisant I'enzyme a pH 3 et 10. Les conditions sont identiques a celles
faites avec le bioréacteur dont 'immobilisation a été réalisée a pH6, c'est-a-dire avec un ajout
de 5% d’eau dans le milieu réactionnel. Les résultats de ces réactions effectuées durant 24
heures ont montré qu'apres immobilisation a pH 3 et 10, la lipase perd son activité catalytique
(Figure 111-23).
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Figure 111-23 - Comparaison des rendements en esters méthyliques obtenus avec un bioréacteur

dont I'immobilisation a été faite dans une solution a pH 3, 6 et 10

Des rendements de 1,5 et 1,2% ont été obtenus psuréactions la lipase adsorbée

respectivement a pH 3 et 10 alors, qu’'une immobilisation a pH 6 permet d’atteindre un
rendement de I'ordre de 60%. Ces résultats montrent également que le taux d'immobilisation
de I'enzyme sur le matériau n’est pas un critere fondamental. En effet, une quantité plus
importante d’enzyme est adsorbée lors d’'une immobilisation a pH 3 comparée a une
immobilisation a pH 6. Néanmoins, le rendement est quasi nul pour une réaction catalysee

avec un bioréacteur immobilisé a pH 3 alors qu'il est de 60% avec un bioréacteur dont la
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lipase est adsorbée a pH 6. L'acidité de la solution d'immobilisation doit avoir un effet

dénaturant pour I'enzyme.

3. Réutilisation du bioréacteur
Un des intéréts principaux de l'utilisation d'une lipase adsorbée sur une matrice est la
réutilisation du bioréacteur (lipase-matrice) pour effectuer de nouvelles réactions de
transestérification. En conservant les mémes conditions de réaction et un temps de réaction de
24 heures, nous avons effectué plusieurs réactions successives avec le méme bioréacteur. Le
rendement de ces réactions de transestérification successives a été calculé en prenant comme
référence le rendement de la premiere réaction. Ainsi, le rendement déterminé peut étre
qualifié de relatif.
Apres chaque réaction, le milieu réactionnel est centrifugé pendant 15 min a 5000 tours par
minutes afin de séparer les esters méthyliques et I'huile en excés du glycérol et du catalyseur.
Ensuite, la partie surnageante (esters + huile) est récupérée et le bioréacteur est lavé sous
Bichner a I'hexane pour éliminer le glycérol et les résidus d'huile et d'esters restant sur le
matériau. Apres un séchage a l'air, le catalyseur est réutilisé pour effectuer une nouvelle
réaction de transestérification. Ce protocole est répété pour chaque cycle.

La Figure 11I-24 représente le rendement relatif obtenu aprés chaque utilisation du catalyseur.
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Figure 1l1-24 - Réutilisation du catalyseur dans la réaction de transestérification

Nous pouvons constater qu'apres une seconde utilisation, le rendement chute de moitié et
apres une troisieme utilisation, le rendement relatif est de 11%. Ces résultats sont similaires a

ceux obtenus par Macaffo Cette diminution du rendement au cours des réactions
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successives peut étre due a une désorption de lI'enzyme ou a un changement de conformation
de I'enzyme, qui peut provenir d’'une redistribution des charges des acides aminés.

Nous avons montré que le biocatalyseur formé de la lidaseor mieheiadsorbée par
physisorption sur une matrice silicatée méesoporeuse pouvait étre utilisé pour des réactions de
transestérification. La suite de ce chapitre sera consacrée a I'optimisation des conditions de

cette réaction a l'aide d'un plan d'expériences.

D. Plan d’expériences

Comme il a été décrit précédemment, le rendement de la réaction de transestérification est
gouverné par plusieurs parameétres. L'effet d’'un parameétre étant souvent dépendant d’un autre
parametre, il est possible de mettre en évidence leur interaction éventuelle en effectuant
l'optimisation des conditions de la réaction a I'aide d'un plan d'expériences. Cet outil permet
d'étudier l'influence des différents parametres expérimentaux sur le systeme et ainsi obtenir
les effets et les interactions de ces paramétres avec une incertitude mthimale

Le terme "facteur" correspond au parametre utilisé et le terme "niveau"” fait référence aux
différentes valeurs prises par ce facteur. Les plans d'expériences sont couramment utilisés
dans plusieurs domaines comme l'agrondti@u la formulation, cosmétiqués'’. En
revanche, l'optimisation des conditions de la réaction de transestérification catalysée par une
lipase a l'aide d'un plan d'expériences a été examinée bien que peu développée. Par exemple,
Yucel a optimisé par un plan d'expériences, appelé plan composite centré, les conditions de la
production de biodiesel & partir d'huile d'offid_a conclusion de ce travail est que le rapport
molaire méthanol/huile et le temps de réaction sont des facteurs prédominants sur le
rendement de la réaction. Rodrigwtsal. ont également utilisé ce type de plan d'expériences
pour étudier les effets de la combinaison de deux lipd$esrhomyces lanuginocidd.L et
Rhizomucor miehei Rnjlsur la transestérification et sur I'hydrolyse de I'huile de‘$djas
résultats montrent que la combinaison des deux lipases, avec une quantité plus importante de
TLL donnent de meilleurs rendements dans les deux réactions que l'utilisation d'une seule
lipase. Jangt al ont optimisé les conditions de réaction a I'aide d'une analyse en surface de
réponse et par la méthode des moindres ¢ariéss auteurs ont conclu que le pourcentage
d'enzyme dans la solution tampon et la quantité de méthanol sont les trois facteurs importants.
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1. Optimisation des conditions réactionnelles
L'élaboration des plans d’expériences ainsi que la représentation et la modélisation des
résultats ont été effectuées a l'aide du logikiglitab. Le systeme étudié est la réaction de
transestérification et la réponse est le rendement de cette réaction. Le premier plan choisi est
un plan factoriel composite qui permet de modéliser le systéme en considérant 5 niveaux pour
chaque facteur. Ce plan permet de représenter les résultats obtenus sous forme de surfaces de
réponse ou de graphiques de contours en prenant en compte les interactions entre les facteurs
etudiés. Les parametres étudiés sont le rapport molaire méthanol/huile, la température, le
temps de réaction, la masse de catalyseur et le pourcentage massique d'eau ajoutée. Le
volume d’huile utilisé pour ces expériences a été fixé a 1,5 mL et I'agitation a 100 tours par

minute.

Tableau IlI-7 — Paramétres du plan d’expériences n°1

Parametres Niveaux
-2 -1 0 +1 +2
Rapport molaire 1 3 5 7 9
Température (°C) 25 33 41 49 57
Temps (h) 5 15 25 35 45
Masse de catalyseur (mg) 5 20 35 50 65
Ajout d'eau (%) 0 5 10 15 20

Avec ce plan, le nombre d’essais est de 26 expériences, auxquelles s’ajoutent six points au
centre (niveau 0 0 0). Cette premiéere série d’expériences a permis de balayer de maniere
globale I'influence de chaque parametre afin d’identifier les parametres jouant un réle majeur
dans la réaction. Le résultat de chaque essai est le rendement calculé en tenant compte du
rapport molaire.

Les données obtenues mettent en évidence que le parametre principal est le rapport molaire
méthanol/huile. En effet, un rapport supérieur a 3 conduit a des rendements quasi nuls. Cela
est d0 a la dénaturation de la lipase par le méthanol. Une quantité d’eau trop importante
conduit également a un rendement faible. Ces résultats nous ont amenés a effectuer une
nouvelle série d’expériences sous forme d’'un deuxieme plan d’expériences de type factoriel
complet a 4 facteurs (Tableau 11I-8) en réduisant le rapport molaire méthanol/huile et le

pourcentage d’eau ajoutée. Dans ce nouveau plan, nous avons fixé le temps de réaction a 72
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heures. Le Tableau 111-9 résume les conditions expérimentales du plan d’expériences n°2 ainsi
gue ses résultats.

Tableau IlI-8 - Parametres du plan d'expériences n°2

. Niveaux
Parametres a1 0 1
Rapport molaire 1 2 3
Température (°C) 24 34 44
Masse de catalyseur (mg) 10 15 20
Ajout d'eau (%) 2 5 8

Tableau I1I-9 - Conditions expérimentales pour la deuxieme série d'expériences et résultats

N° Rapport molaire Température Ajout d'eau Masse de Rendement
expérience méthanol/huile (°C) (%) catalyseur (mg) (%)
1 1 24 2 10 75,1
2 3 24 2 20 0,4
3 1 44 2 20 71,4
4 3 44 2 10 0,5
5 1 24 8 20 47,3
6 3 24 8 10 11,1
7 1 44 8 10 45,3
8 3 44 8 20 0,7
9 1 24 2 20 80,3
10 3 24 2 10 0,3
11 1 44 2 10 65,2
12 3 44 2 20 0,27
13 1 24 8 10 42,6
14 3 24 8 20 11,6
15 1 44 8 20 70,3
16 3 44 8 10 0,9
17 2 34 5 15 12,8
18 2 34 5 15 12,5
19 2 34 5 15 13,7
20 2 34 5 15 14,9

Les points au centre (expériences N°17 a 20) permettent d’estimer I'erreur expérimentale et
de tester le modéle linéaire associé au plan factoriel complet. Les rendements obtenus pour
ces points montrent une bonne répétabilité. Le traitement des résultats de ce plan fournit des
informations sur l'influence de chacun des parametres. La Figure 11I-25 représente les effets

principaux de chaque parametre étudié.
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Il est a noter que les valeurs prises par chaque point correspondent a la

moyenne des

rendements obtenus a ce niveau, indépendamment des niveaux pris pour les autres parametres.

On peut observer sur ce graphiqgue que le parameétre le plus influant de la réaction de

transestérification est le

rapport molaire méthanol/huile. En effet,

on Vvoit qu’une

augmentation de ce rapport entraine une forte chute du rendement. Comme l'effet de ce

facteur est négatif (augmentation du rendement lorsque le rapport molaire augmente), il est

préférable d’effectuer la réaction en utilisant un rapport molaire de 1. Ensuite, le pourcentage

d’eau ajoutée au milieu réactionnel est un facteur a considérer mais ayant un effet moins

important que le rapport molaire. La température et la masse ont une influence négligeable sur

le rendement, car I'évolution du rendement en passant de la borne inférieure a la borne

supérieure est minimale.

Le plan d’expériences donnes des informations sur les interactions entre les différents facteurs

(Figure 111-26).
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Figure 11I-26 - Diagramme des interactions

Le degré d'influence d’'un couple de paramétres est dicté par la différence de pente des deux
droites (i.e. l'effet d’'un facteur dépend du niveau de l'autre facteur, c’est la notion
d’interaction). On constate qu’une interaction forte existe entre le rapport molaire et le
pourcentage d’eau ajoutée (Figure IlI-26). Ce graphique montre que, pour un rapport molaire
de 1, la hausse du pourcentage d’eau ajoutée fait baisser le rendement. Au contraire, pour un
rapport de 3, 'augmentation du taux d’eau conduit a un rendement supérieur. L'interaction
avec d’autres parametres ne permet pas un gain significatif sur le rendement.

Le Tableau 11I-10 regroupe l'analyse statistique du plan. La colonne « effet » permet de
connaitre I'influence sur le rendement. Plus la valeur absolue du terme est grande, plus ce
parametre est influent. Dans notre cas, le coefficient correspond a la valeur de I'effet divisé
par 2 puisque on considére seulement deux valeurs. L’erreur sur ce coefficient, la variable t de
Studentsont également données ainsi que la probabilité P correspondant au risque limite qui
permet de définir si un parameétre est significatif ou pas. Il est a noter que la premiére ligne du
tableau est une constante laquelle donne le rendement moyen de I'ensemble des essais du plan

d’expériences.
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Tableau IlI-10 - Statistiques de I'analyse du plan d'expériences

Erreur sur le

Terme Effet Coefficient coefficient t P
Constante 32,68 0,279 117,12 0,000
Rapport molaire méthanol/huile -58,97 -29,49 0,279 -105,67 0,000
Température -1,74 -0,87 0,279 -3,13 0,052
% eau -7,97 -3,99 0,279 -14,28 0,001
Masse 2,44 1,22 0,279 4,38 0,022
Rapport molaire x Température -3,48 -1,74 0,279 -6,23 0,008
Rapport molaire x % eau 13,65 6,83 0,279 24,47 0,000
Rapport molaire x Masse -2,36 -1,18 0,279 -4,23 0,024
Température x %eau 2,9 1,45 0,279 52 0,014
Température x Masse 2,21 1,11 0,279 3,96 0,029
%eau X Masse 2,81 14 0,279 503 0,015
Rapport molaire x Température x -8.23 411 0,279 -14,74 0,001
Rapport molg/ioreea; Température X, 5,4 117 0.279 419 0.025

Mass:i ' ' ’ ’ ’

Rapport molaire x %eau x Masse -2,54 -1,27 0,279 -455 0,020
Température x %eau x Masse 5,11 2,56 0,279 9,17 0,003
Rapport molaire x Température x 515 2,58 0,279 924 0,003

%eau X Masse

En considérant un risque de 5%, les données du Tableau IlI-10 indiquent que tous les

parametres sont significatifs. En effet, tous les parametres ont un coefficient P inférieur & 0,05,
cela veut dire que le risque maximum de se tromper est de 5%. De plus, les paramétres
peuvent étre classés par ordre d’influence (en valeur absolue, plus I'effet du parametre est
important, plus ce dernier sera influent).

De maniéere générale, d'apres les graphiques de la Figure IlI-26, les points au centre ne sont
pas sur les droites, ce qui signifie que le modéle linéaire n'est pas adapté. Nous avons donc
regardé linfluence du pourcentage d'eau ajoutée en maintenant les conditions les plus

favorables, c'est-a-dire, rapport molaire de 1, température de réaction de 24°C, 20 mg de
catalyseur, agitation de 100 tours par minute et temps de réaction de 72 heures. En affinant la
guantité d’eau incorporée a la réaction, on a pu ainsi obtenir un rendement proche de 100%
(Figure 111-27).
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Figure I1I-27 - Variation du pourcentage d'eau dans le milieu réactionnel

Le rendement optimal est obtenu avec un ajout de 2,5% d’eau dans la réaction. Entre O et
2,5%, le rendement de la réaction augmente alors qu’une fois passée cette valeur de
pourcentage d'eau, ce rendement diminue. Cette chute du rendement s’explique par
I'hydrolyse des triglycéridéé™® Pour résumer, le rendement de la réaction de
transestérification catalysée par la lipdden-L physisorbée sur le matériau SBA-15 est
maximal avec un rapport molaire méthanol/huile Heun ajout d’eau de,5%, une
température de réaction 84°C, une agitation d&00 tours/min et une masse de catalyseur

de 20 mg.

2. Etude cinétique dans les conditions optimisées
La variation du pourcentage d’eau a été réalisée en fixant le temps de réaction a 72 heures,

une étude cinétique de la réaction dans les conditions optimales a été entreprise (Figure IlI-
28).
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Figure 111-28 - Evolution cinétique des esters méthyliques dans les conditions expérimentales

définies par le plan d'expériences
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D’aprés la Figure 11I-28, environ 40 heures suffisent pour obtenir un rendement proche de
100%. La vitesse initiale de formation des esters est 18,5 umol/h. Si I'on rapporte cette vitesse
a la quantité d’enzyme utilisée lors de la réaction, on obtient 4,4 pmalhim@ans les
conditions non-optimisées de la réaction (cf. partie B.2), la vitesse initiale est supérieur a cette

derniere (7,59 pmol/h/mygh.L), cependant, le rendement atteint n’est que de 77%.

Tableau IlI-11 - Vitesses initiales pour la réaction de transestérification optimisée

Bioréacteur Réaction Consommation de MeOH Formation des esters méthyliques
Support Température  Ajout m;faslse © Vitesse initiale \Igltt?;se € Vitesse initiale
° L 0
(°C) d'eau (%) (umol/h) (umol/h/mgym.1) (umol/h) (umol/h/mgm..)
SBA-15 24 25 19,2 4,57 18,5 4,4

Pour comparer les performances catalytigues dans ces deux conditions, les «turnover
numbers », (capacité d’'une mole de catalyseur a transformer le substrat (huile de colza)), ont
été calculés et sont exprimés en mole de substrat converti par mole de lipase adsorbée sur le
support.

Les résultats sont présentés sur la Figure IlI-29. Pour rappel, les deux conditions
optimisées sont : rapport molaire : 1, température : 25°C, 2,5 % d’eau ajouté, agitation : 100
tours/min, masse de catalyseur: 10 mget les conditions non-optimisées sont: rapport
molaire : 1, température : 44°C, 5 % d'eau ajouté, agitation: 100 tours/min, masse de
catalyseur : 10 mg.

Le turnover number de la réaction optimisée est supérieur a celui de la réaction non optimisée
(4800 contre 3700) puisque le nombre de mole de substrat converti est supérieur dans le cas

de la réaction optimisée avec une méme quantité de lipase physisorbée.
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Figure 11I-29 - Comparaison des turnover numbers (conditions non-optimisées ; conditions

optimisées a 'aide du plan d’expériences)
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3. Réutilisation du bioréacteur
Le recyclage du bioréacteur a été testé en utilisant les conditions optimales. Aprés une
premiere utilisation, le bioréacteur est réecupéré par filtration et lavé a I'eau afin d’éliminer le
glycérol présent, puis enfin séché. Pour chacune des réactions de transestérification, le temps
de réaction a été fixé a 24 heures. Le rendement des réactions a été calculé relativement a la
premiére réaction. La Figure IlI-30 présente les rendements relatifs en fonction du nombre de

réutilisation du bioréacteur.

100+

S

»

0}

S

g

>

=

‘@ 804

€

0

g

»n 604 52%

9}

c

o

= 404

«

e

-

g 204 15%
€

[}

2

(O] 0 T T T T T
04 lere utilisation 2éme utilisation 3éme utilisation

Figure 111-30 - Réutilisation du bioréacteur dans les conditions optimales

On constate que le recyclage du bioréacteur est limité a 2 utilisations consécutives et le
rendement chute de 100% a 52%. A la troisieme réutilisation, le rendement est limité a 15%.
Les conditions de la réaction sont optimisées, toutefois, les problemes liés au type
d'immobilisation persistent et la désorption de la lipase au cours du recyclage est inévitable.
D’autre part concernant la réaction de transestérification, le glycérol produit peut limiter la
diffusion du substrét et les triglycérides en présence d’oxygéne sont susceptibles de former
des produits oxydarfs?®

4. Caractérisation du bioréacteur apres utilisation
La caractérisation du catalyseur apres son recyclage a permis d’apporter une explication
probable a sa réutilisation limitée. La Figure 1lI-31 présente les analyses effectuées par SAXS
et adsorption-désorption d’azote sur le bioréacteur avant utilisation et aprés trois utilisations.
On constate que la série de réactions n’affecte pas sa structure. On distingue les raies de
diffractions caractéristiques d’un arrangement hexagonal et la distance entre les plans (100)

reste égale a 9,9 nm. Au niveau textural, le volume d’azote adsorbé par le bioréacteur apres
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Intensité (u.a.)

réutilisation est plus important que celui avant utilisation. De méme pour le diamétre des
pores, on observe une légere augmentation de la taille qui passe de 7,4 nm a 7,5 nm apres
utilisation. Le volume poreux et la surface spécifique sont également supérieurs apres le

recyclage du bioréacteur. Ces valeurs sont regroupées dans le Tableau IlI-12.
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Figure 111-31 - Diffractogrammes, isothermes d'adsorption d'azote et distribution de la taille des

pores avant et aprés 3 réutilisations

Tableau IlI-12 - Caractéristiques du bioréacteur avant et aprés 3 utilisations

Bioréacteur Paramétre de maille Surface Volume poreux  Diameétres des
8 (nm) spécifique (m?/g)  V, (cnT/g) pores (nm)
Avant utilisation 11,3 334 0,45 7,4
Apres 3 utilisations 11,3 490 0,55 7,5

Ces modifications des caractéristiques texturales du matériau aprés recyclage est reliable a
une désorption de I'enzyme au cours de son utilisation. Afin de confirmer cette hypothése,

nous avons analyseé le catalyseur par spectroscopie IR (Figure 111-32).

Amide Il Amide A
l Amide |

Silanols
libres

Amide Il

-log(R)

X Avant utilisation
Amide |

utilisations

T T T T T T T T T T
1500 2000 2500 3000 3500 4000
Nombre d'onde (c)

Figure 111-32 - Spectres IR du bioréacteur avant utilisation et aprés 3 utilisations
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Chapitre Il : Physisorption de I'enzyme sur un support silicaté mésoporeux

La comparaison des spectres du bioréacteur avant et aprés utilisation a permis de quantifier la
désorption de la lipase observée par sorption d’azote. Nous pouvons voir que les bandes
attribuées a la lipase (Amide |, IlI, Ill et A) sont toujours présentes aprés les réactions de
transestérification, inquidant qu’une quantité de lipase est encore adsorbée sur le support. La
mesure des aires des bandes caractéristiques (Amide Il et 1) indique qu'apres
immobilisation de la lipase sur le matériau SBA-15, 0,43 mg de ligdseL par
milligramme de support sont physisorbées. Aprés 3 utilisations, le taux d’adsorption chute a
0,20 mg/mg. De plus, la vibration attribuée a I'amide A est moins intense apres la réutilisation,
contrairement au signal caractéristique des silanols libres qui augmente. Il y a donc bien un

phénomene de désorption de I'enzyme au cours du recyclage du bioréacteur.

5. Etude de I'ajout progressif de méthanol
Le méthanol a un effet inhibiteur sur I'activité de la lipase. En effet, I'ajout d’une quantité de
méthanol stoechiométrique n’'a pas permis d’obtenir un taux de conversion de 100%. Par

contre, il a été démontré par plusieurs groupes de chercheurs que I'ajout progressif de
méthanol permet d’améliorer le rendenfént 22’

a. Cinétique

Nous avons réalisé une réaction de transestérification dans les conditions optimales, mais en
ajoutant trois fois un équivalent de méthanol correspondant a un rapport molaire
méthanol/huile de 1. Une quantité d'eau (2,5% cf. plan d’expériences) a également été
introduite en méme temps que le méthanol. La Figure 111-33 présente le taux de conversion en
fonction du temps.

100 %EE
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- |1
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o 60 -
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o 1
(0] .
L 40
é | 1ereinjection
©
= 204
0 I T T T T T T T T
0 50 100 150 200

Temps de réaction (heures)

Figure 111-33 - Cinétique de la réaction de transestérification apres 3 injections de méthanol

111



Intensité (u.a.)

Les résultats indiquent qu’il est possible de convertir 'ensemble des triglycérides présents
dans I'huile en esters méthyliques en injectant trois fois I'équivalent d’un rapport molaire égal
a 1, ainsi que 2,5% d’eau. Cependant, pour obtenir un tel taux de conversion, pres de 200
heures de réaction sont nécessaires car le méthanol ajouté doit étre consommeé avant une

nouvelle injection afin de ne pas dénaturer la lipase.

b. Caractérisation du bioréacteur

Le bioréacteur aprés utilisation a été caractérisé par diffraction des rayons X aux petits angles

et par sorption d’azote (Figure 111-34). L'arrangement hexagonal des mésopores est maintenu

puisque les trois raies de diffraction caractéristiques sont présentes malgré les 200 heures de
réaction. La distance entre les plans (100) n’est pas modifiée. Concernant I'analyse texturale

du bioréacteur apres réaction, on observe une augmentation du volume d’azote adsorbée. La
surface spécifique et le volume poreux du matériau avant et aprés utilisation passent

respectivement de 334 m?/g & 557 m2/g et de 0,45 & 0,86.dre diamétre poreux augmente

également Iégerement (de 7,4 nm a 7,6 nm).
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Figure I1I-34 - Diffractogrammes, isothermes d'adsorption d'azote et distributions de la taille

des pores du bioréacteur avant et aprés réaction

E. Résumé

Nous avons montré que la lipasticor mieheiphysisorbée sur le matériau SBA-15 peut
catalyser une réaction de transestérification sans utiliser de solvant tel que I'hexane.
Concernant les conditions d’adsorption physique de I'enzyme, elles dépendent a la fois du pH
de la solution enzymatique et des caractéristiques du support. De plus, elles ont une influence
sur l'activité catalytique de la lipase. Les meilleures performances catalytiques ont été
obtenues avec une lipase immobilisée dans une solution enzymatique a pH 6. Les conditions

de la réaction de transestérification des triglycérides ont été optimisées a l'aide d’'un plan
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d’expériences type factoriel composite qui a permis d’identifier les parametres importants
ainsi que ceux qui interagissent le plus. Le recyclage du bioréacteur a été testé et nous avons
montré qu'il est limité a deux utilisations. La désorption de I'enzyme au cours de la réaction
semble étre la raison principale de cette limite, 52% de la lipase ont été désorbés apres trois
utilisations. Dans les conditions de réaction (déterminées avec le plan d’expériences) seuls
33% des triglycérides sont convertis (rapport molaire méthanol/huile égal a 1). Toutefois, en
injectant du méthanol a intervalles de temps réguliers, pres de 100% de I'huile a été convertie
en esters méthyliques en 200 heures. Enfin, on a constaté que le support SBA-15 garde son

intégrité apres son utilisation.
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Chapitre IV : Preparation d’'un bioréacteur
par chimisorption de la lipasém-L sur

un support silicaté mesoporeux

Puisque le recyclage du bioréacteur élaboré en physisorbant la lipase Mm-L est limité a deux
utilisations, il est intéressant d’examiner l'efficacité d’un bioréacteur dans lequel I'enzyme
serait liée de facon covalente avec le support silicaté mésoporeux. Dans ce cas, le matériau
doit étre au préalable fonctionnalisé avant de chimisorber la lipase. Dans ce chapitre, nous
décrirons les différentes étapes qui permettent de chimisorber la Npade Ensuite, nous

testerons les performances catalytiques de ce bioréacteur ainsi que son recyclage.
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Chapitre IV : Préparation d’'un bioréacteur par chimisorption de la lipase Mm-L sur
support silicaté mésoporeux

L’étude précédente a montré les faibles capacités de recyclage du bioréacteur lorsque la lipase
Mm-L est physisorbée sur le matériau. En effet, apres trois réactions successives avec le
méme catalyseur, l'activité de ce dernier chute trés fortement en devenant inutilisable. Le

changement de conformation de I'enzyme et la désorption de 'enzyme au cours des réactions
de transestérification sont les raisons probables de cet échec. Pour remédier au probléeme de

relargage, nous proposons de lier 'enzyme au support de maniére covalente.

La littérature concernant la fonctionnalisation de supports est abondante. Différentes
méthodes peuvent étre utilisées pour modifier la surface. Par exemplest Bai ont
fonctionnalisé la surface de nanosphéres de silice avec trois molécules présentant des
groupements aldéhyde-¢hloropropyltriethoxysilane (CPTES), 3-aminopropglthoxysilane
(APTES) et vinyltriethoxysilane (VTES])). Cette fonctionnalisation post-synthése s'est
effectuée en trois ou quatre étapes en fonction de la molécule sélectionnée. Du fait de
I'excellente réactivité entre les groupements aldéhyde et les groupements aminés de I'enzyme,
une lipase pancréatique a pu étre immobilisée de maniére covalente a la surface des billes de
silice. Ces trois bioréacteurs conservent leur activité catalytique et un recyclage du bioréacteur
est possible une quinzaine de fois. La fonctionnalisation du support est obtenue en plusieurs
étapes, ce qui rend la méthode peu facile a mettre en ceuvre. D’'une autre fagon, le groupe de
Liu a modifié une silice mésoporeuse en greffant des polyméres soit hydrophobes, soit
hydrophiles’, mais cette modification a entrainé un changement d’environnement qui
influence [I'activité catalytigue du lysozyme adsorbée sur le support. De plus, la
fonctionnalisation a lieu sous atmosphére d’argon, ce qui est contraignant et I'adsorption de
I'enzyme dure plus de 95 heures. Toutefois, la variation de I'hydrophobicité du support est un
point intéressant. Ce parametre est un facteur important lors d’'une immobilisation d’enzyme.
En effet, la lipase est sensible a la balance hydrophobe/hydrophile du support en relation avec
son activation interfaciale.

Les matériaux de type SBA-15 ont été également fonctionnalisés de diverses facons. Par
exemple, des chercheurs ont modifié la surface de la matrice par des liquides énkoes

réussir ce type de fonctionnalisation, Yagigal. ont du réaliser pas moins de cingq étapes
puisque le matériau SBA-15 subit plusieurs traitements dans différentes solutions ordaniques

Il faut aussi ajouter une étape supplémentaire pour adsorber chimiquement I'enzyme
concernée, la lipase pancréatique porcine. Malgré tous ces traitements, le bioréacteur ainsi
élaboré conserve plus de 80% de I'activité initiale de la lipase. Dans tous ces travaux, la

fonctionnalisation a lieu aprés la synthese du matériau. Humphrey H.P. Yiu et son équipe ont
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fonctionnalisé la surface du matériau SBA-15 au cours de la synthése du matdimade
comparer si la fonctionnalisatian situ donne de meilleurs résultats qu’en post-synthése, ce
groupe de chercheurs a exploré les deux méthodes. Des groupements thiol, chlorure, amine et
acide carboxylique ont été ainsi liés par des liaisons siloxypropane a la surface du matériau.
Ensuite, I'adsorption de la trypsine s’est effectuée par simple immersion dans une solution
tampon (TRIS) a pH 6. Les résultats montrent que les molécules organiques introduites sont
plus réactives vis-a-vis de I'enzyme lors d’'une co-condensation comparée a une modification
de la surface post-synthése.

Dans ce travail, la modification de la surface du matériau SBA-15 a été réalisée aprés
synthése par un groupement isocyanate. A notre connaissance, une telle fonctionnalisation
d’une silice mésoporeuse n’a jamais été réalisée dans le cadre d’'une immobilisation d’enzyme.
L’avantage de ce synthon chimique est relatif & sa bonne réactivité dans des conditions dites
douces avec les amines primaires, lesquelles sont présentes dans MiipasBe plus, en
incorporant cette fonction dans la matrice silicatée, I'hydrophobicité de la surface diminue.
Cette modification de la silice a été réalisée par voie micro-onde et ne dure que quelques
minutes, les méthodes reportées dans la littérature durent plusieurs heures, voire plusieurs

dizaines d’heures.

A. Fonctionnalisation du matériau SBA-15

Cette étude a été réalisée en utilisant comme support le matériau SBA-15. Le protocole de
modification de la surface du matériau est décrit dans le chapitre 2. Dans notre travail, la
fonctionnalisation est réalisée sur une matrice mésoporeuse silicatée synthétisée auparavant et
est basée sur la réaction de condensation entre les groupements siliciques du
3-(triéthoxysilyl)propyl isocyanate, notéPl (Figure IV-1) et les groupements silanols libres

du matériau SBA-15.

CH4

Figure IV-1 - Représentation du 3-(triéthoxysilyl)propyl isocyanate

Nous avons étudié le degré de fonctionnalisation de la surface du matériau en faisant varier la

concentration en isocyanate dans le toluéne. Nous avons choisi les concentrations en TPI
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Chapitre IV : Préparation d’'un bioréacteur par chimisorption de la lipase Mm-L sur
support silicaté mésoporeux

suivantes : 0,0125M, 0,125M, 1M et 2M. La Figure IV-2 illustre schématiquement la
modification de la surface des pores du matériau SBA-15.

SBA-15 NCQ-SBA-15

Figure IV-2 - Schéma de principe illustrant I'étape de fonctionnalisation du support SBA-15

Apres les étapes de fonctionnalisation, de lavage et de séchage, les matériaux sont caractérisés
par SAXS, adsorption-désorption d’azote et spectroscopie IR. Dans la suite de ce chapitre, les
supports fonctionnalisés seront nommés NSBA-15 avec x la concentration molaire de
lisocyanate dans le toluéne qui est la solution dans laquelle le matériau a été ajouté. La
Figure IV-3 représente les diffractogrammes SAXS des matériaux modifiés. D’aprés cette
figure, on peut noter la présence des pics de diffractigngg et @, représentant
respectivement la premiere, deuxieme et troisieme réflexion, caractéristiques d'un
arrangement hexagonal 2D et ce, quelle que soit la concentration en TPIl. La premiére
réflexion q est représentative de la distance de Bragg du plan (100). Cette valeur diminue
progressivement lorsque la concentration en TPl augmente. Le paramétre de maille de la
structure des matériaux fonctionnalisés diminue Iégérement passant de 11,9 nm pour le
support NCQoi2smSBA-15 a 11,3 nm pour le NGR-SBA-15. En comparant ces
parametres de maille a celui du SBA-15 non-fonctionnalisé (12,1 nm), on peut attribuer cette
diminution a la présence de groupements isocyanate de propyle a I'intérieur des pores.
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Figure IV-3 - Diffractogrammes SAXS du matériau SBA-15 apres fonctionnalisation a

différentes concentrations en isocyanate

L’évolution texturale des matériaux est caractérisée par les isothermes d’adsorption d’azote et

les distributions de la taille des pores (Figure IV-4).
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Figure IV-4 - Isothermes d'adsorption et distributions de la taille des pores du matériau SBA-15

apres fonctionnalisation a différentes concentrations en isocyanate

Les résultats montrent que I'ensemble des supports présentent une mesoporosité (isotherme de

type 1IV). Le volume d’'azote adsorbé diminue en fonction de la concentration en isocyanate,

signifiant une hausse du degré de fonctionnalisation. De plus, en augmentant la concentration

en TPI dans le toluene, le diameétre des pores et le volume poreux diminuent (Figure 1V-5). En
effet, le diametre de 8,6 nm pour le matériau Ng@wSBA-15, tandis qu'il est de 6,5 nm

pour le matériau NC-SBA-15 et les volumes poreux sont respectivement de 0,83 a

0,44 cni/g. Par contre, on constate un effet de saturation & partir d’une concentration molaire

en isocyanate de 1M puisque le diamétre des pores et le volume poreux restent constants. La
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Surface spécifique (m2y

Chapitre IV : Préparation d’'un bioréacteur par chimisorption de la lipase Mm-L sur
support silicaté mésoporeux

diminution de la surface spécifique, du diamétre et du volume poreux est donc attribuée a la
présence des groupements organiques qui tapissent la surface interne des pores. Le Tableau
IV-1 est un récapitulatif des caractéristiques des matériaux fonctionnalisés a différentes

concentrations molaires en isocyanate.
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Figure IV-5 - Evolution de la surface spécifique, volume poreux et taille des pores en fonction de

la concentration en TPI

Tableau IV-1 - Récapitulatif des caractéristiques des différents supports fonctionnalisés

Diametre des Epaisseur du

Support a (nm) Seer (M2/g)  V,, (cnT/g)

pores (nm) mur (nm)
SBA-15 12,1 8,6 695 0,83 3,5
NCGOp 0125 SBA-15 11,9 8,6 632 0,83 3,3
NCGOp 125mrSBA-15 11,9 8,1 485 0,66 3,8
NCO;y-SBA-15 11,3 6,5 278 0,44 4,8
NCOn-SBA-15 11,3 6,8 291 0,45 4,5

En combinant les résultats obtenus en adsorption-désorption d’azote et en diffraction des
rayons X aux petits angles, il est possible de calculer I'épaisseur des murs entre les pores et
les valeurs sont reportées dans le Tableau IV-1. En augmentant la concentration en TPI, on
peut constater que I'épaisseur des murs augmente en passant de 3,5 nm a 4,5 nm. Cette
augmentation de la taille des murs permet de confirmer la présence des groupements
organiques qui tapissent les parois. La dimension du groupement,)e-{CHC=0) est

évaluée a 0,6 nm pour une conformation étirée. Cette dimension correspond a la moitié de
I'épaisseur supplémentaire du mur. Il est donc probable qu’'une monocouche d’isocyanate de
propyl existe a l'intérieur des pores.
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Une analyse FTIR permet de mettre en évidence le greffage de l'isocyanate de propyl sur la
silice mésoporeuse. La Figure 1V-6 présente les spectres FTIR du matériau SBA-15 brut, des
matériaux fonctionnalisés avec une concentration en TPI de 1M et 2M.

Groupements uréthane

'

Groupements CH

Groupements isocyanate

y

NCO,,-SBA-15

Intensité (u.a.)

Silanols libres—=)

1500 2000 2500 3000 3500 4000
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Figure IV-6 - Spectres du matériau SBA-15 a différents taux de fonctionnalisation

Les vibrations détectées a 2891, 2937 et 2983 samt observées sur le matériau SBA-15
non-fonctionnalisé et correspondent aux groupements CH du tensioactif, qui n'a pas été
totalement éliminé. La bande & 3740 ttrés intense caractérise les silanols libres (Si-OH) de

la surface du matériau. Apres fonctionnalisation, cette bande diminue fortement. Cela est dQ
au couplage entre les groupements siliciques du TPI et les silanols libres présents en surface.
On peut aussi remarquer I'apparition d’une vibration située a 2280@um prouve la
présence d'isocyanate sur le matériau. Les bandes a 1697 et I586ntmaractéristiques de

la formation du groupement uréthane. En comparant le spectre du matériay-SB& 15

et NCQn-SBA-15, ces bandes s’intensifient avec 'augmentation de la concentration en TPI.

La modification de la surface des pores peut également étre mise en évidence par
spectroscopie RMN du solide.

Pour les spectres RMN du siliciufi’$i SP-MAS NMR), ces spectres ont été enregistrés avec
une vitesse de rotation de 15 kHz et un angle d’'impulsion de 30°. La fréquence de résonance
de ce noyau a cette valeur de champ magnétique est de 59,59 MHz. La référence utilisée est le
tétraméthylsilane (TMS). Les spectres RMN du carbdi@ CP-MAS NMR) ont été établis

avec une vitesse de rotation de 8 kHz et une fréquence de résonance de 75,43 MHz. Le temps
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de contact pour la polarisation croisée est de 3 ms avec un temps entre les impulsions de 4 s et
un nombre d’accumulations de 7000. Tous les spectres ont été effectués avec une largeur
spectrale de 26 kHz. L’adamantane est utilisée comme référence (29,47 ppm).

La Figure IV-7 représente le spectre RMN du carbbi@eobtenu pour le matériau aprés
fonctionnalisation dans une solution de toluéne a 2 M d’isocyanate. Nous observons un pic de
résonance a 59 ppm qui peut étre attribué a la présence du groupemeMCQ de la
molécule de TPI. Un pic de résonance a 159 ppm est identifié au groupement uréthane —NH-
COO qui peut provenir de réactions secondaires entre lisocyanate et I'éthanol, formées
durant la fonctionnalisation. On trouve également dans ce spectre trois pics a 9, 13 et 18 ppm
qui peuvent étre attribués aux carbonedH>Si et (Hs;- des groupements isocyanate et
carbamates. Enfin, le pic situé a 24 ppm est caractéristiques des méthylen€si-aH,—.

CH,-NCO ¢ -CHj
-CHZ-‘ -CH,-Si

NCO,,-SBA-15
WO WP ™

200 180 160 140 120 100 80 60 40 20
ppm
Figure IV-7 - Spectre RMN **C du matériau fonctionnalisé NCQy-SBA-15

(Référence : adamantane ; Fréquence de résonance : 75,43 MHz)

Le spectre RMN du silicium®Si (Figure IV-9) permet d'obtenir des informations
complémentaires sur I'environnement silicique et sur la fonctionnalisation de la surface du
matériau SBA-15. Ce spectre présente trois pics a -51, -58 et -109 ppm qui sont
respectivement caractéristiques de TZ[(SBIOH)C], T[(SiO)SiC] et JF[Si(OSi)]. Les
résonances 'Qsont observées pour les siloxanes [QSi-(OSi)-(OH)s] et T" pour les
organosiloxanes [T = RSi(OSi)-(OH)s.]®. Les pics T (m étant le nombre d’oxygéne
pontants liés a I'atome central) représentent un groupement siloxane trifonctionnel sur lequel

se greffe un groupement organique (Figure 1V-9Figure 1V-8).
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Figure IV-8 - Nomenclature des unités Q et T

Les pics T et T confirment la liaison covalente entre les atomes Si présents du matériau et la
molécule fonctionnalisante. Leur intensité augmente lorsque la surface du matériau est de plus
en plus modifiée. En déconvoluant les spectres et en intégrant l'aire des picE"Qon peut

estimer le taux de fonctionnalisation de la surface du matériau par le cAeHl F Q'

D’aprés ce calcul, les groupements organiques greffés sur les supports sont de l'ordre de
10,4% pour le matériau NC&)-SBA-15. On peut noter aussi I'absence des pics a 91 ppm
(QZ[Si(OSip(OH),]) et 101 ppm (& Si(OSi%(OH)]) indiquant un haut degré de condensation

du réseau siliciqie

i

-100483 O

T

o]

\MMW\/W e T

T T T T T T
'IDD =120 =140 =160 PR

Figure IV-9 - Spectre RMNZQSi du matériau fonctionnalisé NCQy-SBA-15
(Référence : TMS ; Fréquence de résonance : 59,59 MHz)

5801 -,

B. Adsorption chimique de I'enzyme sur le support SBA-15 fonctionnalisé

Le matériau SBA-15 étant fonctionnalisé, I'adsorption chimique de I'enzyme sur ce support
peut étre envisagée. Lors de cette étape dimmobilisation, nous avons choisi de

fonctionnaliser le matériau avec une solution de toluéne ayant une concentration en
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isocyanate de 2M afin d’atteindre la saturation au niveau de la fonctionnalisation et de
tapisser au maximum la surface du matériau. La Figure IV-10 est un schéma de principe
illustrant I'étape de I'adsorption chimique de la lipdden-L qui a été réalisée selon le
protocole décrit dans le chapitre 2. Les échantillons contenant la lipase liée de maniére
covalente seront nommeés Mm-L-uge®BA-15 avec y la concentration initiale en lipase dans

la solution tampon utilisée pour I'immobilisation.

NCO,-SBA-15 Mm-L-urég-SBA-15

Figure 1V-10 - Schéma de principe illustrant I'adsorption chimique de I'enzyme sur le matériau

fonctionnalisé

Dans un premier temps, nous avons choisi une concentration initiale en lipase de 10 mg/mL
afin de pouvoir comparer la capacité d’adsorption et les performances catalytiques des deux

types de bioréacteurs (I'un ou I'enzyme est physisorbée et I'autre ou elle est chimisorbée).

1. Caractérisation du bioréacteur obtenu par immobilisation chimique
La réaction entre I'isocyanate et 'enzyme ayant lieu en milieu aqueux, la liaison covalente
peut se faire par l'intermédiaire de plusieurs liaisons urée qui se forment par addition
nucléophile des amines primaires présentes sur les chaines latérales de I'enzyme sur la surface
modifiée du support. La caractérisation du matériau avec I'enzyme chimisorbée a été réalisée
pour déterminer les propriétés structurales et texturales du bioréacteur. La Figure 1V-11
représente les diffractogrammes SAXS du support SBA-15 initial, fonctionnalis&NCO
SBA-15 et contenant 'enzyme Mm-L-urgeéSBA-15. Cette figure montre que I'arrangement
hexagonal du matériau contenant I'enzyme est préservé aprés chimisorption de I'enzyme.
Cependant, malgré I'adsorption de I'enzyme, la distance entre les plans (100) reste constante

(9,8 nm) par rapport au matériau fonctionnalisé.
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Figure IV-11 - Diffractogrammes SAXS du matériau SBA-15 initial, du matériau fonctionnalisé

NCO,u-SBA-15 et du matériau fonctionnalisé contenant I'enzyme Mm-L-urég-SBA-15

L’analyse par adsorption-désorption d’azote a été effectuée et la Figure 1V-12 montre les
isothermes d’adsorption et les distributions de la taille des pores du support SBA-15 initial,
fonctionnalisé NC@y-SBA-15 et contenant I'enzyme (Mm-L-ug8BA-15 et Mm-L-uréey-
SBA-15).

800
—e—SBA-15
200 —°—Nco,-sBA15 0,6+
—=— Mm-L-urée-SBA-15 e 1 8,6 nm
@ 6004 ——Mm-L-urégSBA-15 / 0,5 1
G J a |
> ] =
g 5001 /. T 04
) o= ]
§ 400 ! 5, 0.3- 6,8 nm
¥
g 300- S ] T
S S 0,21 V] e
S 200 © ] R
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100 ] rJ
0,0 = i A
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Pression relative (pfp Diamétre des pores (nm)

Figure IV-12 - Isothermes d'adsorption et distributions de la taille des pores des matériaux SBA-
15, NCO,y-SBA-15, Mm-L-urées-SBA-15 et Mm-L-urée -SBA-15

Les résultats de I'analyse par adsorption-désorption d’azote montrent que la mésoporosité est
conserveée aprés la chimisorption de 'enzyme car les isothermes sont de type IV. De plus, la
distribution de la taille des pores du matériau fonctionnalisé JNESBA-15 ainsi que des

matériaux contenant I'enzyme Mm-L-ugg8BA-15 et Mm-L-urég-SBA-15 ne varie pas,
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elle est centrée sur 6,8 nm. Le Tableau IV-2 regroupe les caractéristiques des supqorts
urée-SBA-15 et Mm-L-urég-SBA-15.

Tableau V-2 — Comparaison des caractéristiques d'adsorption-désorption d'azote des

matériaux fonctionnalisés et contenant

Support Diamétre des pores (nm)  Sger (M?/g)  V, (cnt/g)
Mm-L-urégSBA-15 6,8 262 0,39
Mm-L-urée-SBA-15 6,8 273 0,43

NCO,u-SBA-15 6,8 291 0,45

SBA-15 8,6 695 0,83

Lorsque la concentration initiale en lipase dans la solution tampon utilisée pour
'immobilisation augmente, le volume poreux et la surface spécifique diminuent Iégérement,
indiguant une augmentation du taux d’adsorption de la Mm-L

Une analyse par spectroscopie RNMIE a permis également de confirmer la présence de la
lipase sur les supports. Les spectres RMMNdu matériau fonctionnalisé NG@SBA-15, du
matériau Mm-L-urég-SBA-15 et du matériau contenant la lipase physisorbée sont présentés
en Figure IV-13.

NCO,-SBA-15

A NH-COO

Mm-L-uréqySBA-15

NH-CH(R)-CO

SBA-15 + Mm-L
physisorbée

200 180 160 140 120 100 80 60 40 20

ppm
Figure IV-13 - Spectres RMNC du matériau fonctionnalisé NCQy-SBA-15, du matériau Mm-
L-urée;-SBA-15 et du matériau contenant la lipase physisorbée

(Référence : adamantane ; Fréquence de résonance : 75,43 MHz)
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Sur le spectre du support Mm-L-ugg&BA-15, on peut noter la disparition de la fonction
isocyanate située a 59 ppmHENCO), indiquant que cette derniére a réagi avec les
groupements NElde I'enzyme. En comparant le spectre d’'un matériau SBA-15 contenant une
lipase physisorbée avec celui du support Mm-L-&8A-15, on peut constater I'existence

d’'un méme pic situé a 174 ppm, caractéristiqgue de I'enzyme. La présence de ce pic ainsi que
de celui situé a 62 ppm sont respectivement attribués au groupe®dit & NHGH(R)CO
€également caractéristiqgues de I'enzyme. La spectroscopie RMN a donc permis de mettre en
evidence l'adsorption chimique de la lipase sur le matériau SBA-15 fonctionnalisé. La
spectroscopie infrarouge peut également confirmer la présence d’enzyme sur ce support. La
Figure IV-14 représente I'ensemble des spectres IR enregistrés pour les matériaux SBA-15,
NCO,u-SBA-15, Mm-L-urég-SBA-15 et Mm-L-uréa-SBA-15.

——SBA-15

——NCO, -SBA-15

—— Mm-L-urég-SBA-15 Silanols libres
—— Mm-L-urég;SBA-15 '

Groupements CH
H Y SBA-15

Groupements isocyanate

NCO,,-SBA-15
Mm-L-urée-SBA-15

Groupements uréthane

Intensité (u.a.)

ée -SBA-15

1E;oo ' 2600 ' 2|500 ' :'%000 ' |3500' 4000
Nombre d'onde (cif)
Figure IV-14 - Spectres IR des matériaux SBA-15 initial, NCQ,-SBA-15, Mm-L-urées-SBA-15
et Mm-L-urée;;-SBA-15

Sur le spectre IR des bioréacteurs Mm-L-gH8BA-15 et Mm-L-urég-SBA-15, on peut voir

que la bande présente & 2280 'csur le spectre NCG-SBA-15, caractéristique de
isocyanate, a disparu. Cela suggere que cette fonction isocyanate a réagi avec la lipase.
Cependant, il n'y a pas de difféerence entre le spectre des matériaux MmsiSBrRed5 et

celui de Mm-L-uréer-SBA-15, la bande & 2280 ¢hyui caractérise l'isocyanate est absente

sur les deux spectres. Cela pourrait indiquer que la saturation est atteinte et qu’il n’y a plus de
possibilité d’adsorber d’enzyme supplémentaire sur le support. La liaison urée formée entre la

fonction isocyanate (-NCO) et les amines de I'enzymgN¢Bnz) par addition nucléophile,
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aurait d0 avoir une bande caractéristique aux alentours des 189Cette bande doit étre
masquée par la fonction uréthane, qui, elle, est indésirable. Malheureusement, la mesure de
l'aire de la bande située & 1535 tme donne pas d'information sur la quantité d’enzyme
adsorbée car cette bande reste constante au cours des différentes étapes de la préparation du
bioréacteur (NCQu-SBA-15, Mm-L-urég-SBA-15 et Mm-L-urég-SBA-15).

2. Détermination de la quantité d’enzyme chimisorbée sur le support
NCO,u-SBA-15

Il est important de connaitre la quantité de lipase liée de maniére covalente au support afin de
relier la quantité d’enzyme adsorbée aux performances catalytiques du bioréacteur. Les
bandes caractéristiques de I'enzyme observées sur les spectres IR étant situées dans une zone
ou apparaissent également celles liées a la modification du support, il n’est pas possible de
guantifier la quantité de lipase adsorbée par IR. La quantification a donc été effectuée par la
méthode dite « des restes » en utilisant la spectroscopie Ultra-Violet (UV). La réaction de
chimisorption s’effectuant en milieu aqueux, 'ensemble est filtré sous Blchner et le filtrat
(solution enzymatique de départ) est récupéré. Ensuite, le matériau est lavé avec une quantité
connue de solution tampon qui est également récupérée. Ce filtrat et I'eau de lavage sont
analysés par spectroscopie UV afin de déterminer la concentration en lipase contenue dans les
solutions. Le spectre UV présente une bande caractéristique de I'enzyme située aux alentours
de 280 nm. Cette bande est attribuée aux cycles aromatiques présents dans les acides aminés
de la protéine. Une autre bande est détectée par UV vers 200 nm et est attribuée aux liaisons
peptidiques. Nous avons utilisé la bande & 28Dpour déterminer le taux d’adsorption. Pour
connaitre la concentration en lipase, il est nécessaire d'établir au préalable une droite
d’étalonnage reliant l'absorbance a la concentration enzymatique. Cette droite a été
déterminée en préparant différentes solutions tampon ayant des concentrations en lipase allant
de 0 & 30 mg.mt L'analyse ces solutions enzymatiques par UV a permis de connaitre
'adsorption correspond a chacune de ces solutions. L'adsorption du filtrat et de I'eau de
lavage a été mesurée pour chaque échantillon et la concentration en lipase a pu étre
déterminée.

La droite d’étalonnage est présentée sur la Figure 1V-15 et a pour équation :

Abs =1,073 - (EMm—L]
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Figure IV-15 — Droite d’étalonnage déterminée par UV avec différentes solutions tampon (pH 6)

a concentrations variables de Mm-ldans la solution tampon a pH 6

Connaissant les volumes du filtrat et 'eau de lavage ainsi que la concentration en lipase dans

chacune de ces solutions, le taux d’adsorption est calculé d’apres I'équation suivante :

initiale filtrat , eau de lavage
Myjpase . Inlipase - Clipase Vtittrat — Clipase Veau de lavage

Mpmatériau My atériau

Ol Myjpase €St la masse de lipase adsorg,iay 1a masse de matériau utiliséia® la

masse initiale de lipase présente dans la solution tamﬁbj?; (a concentration en lipase du

filtrat, Viijerae l€ volume du filtrat, £ delavage |5 concentration en lipase des eaux de lavage

pase
et Voau de 1avage 1€ VOlume de I'eau de lavage.
Dans un deuxieme temps, nous avons déterminé la quantité maximale de lipase incorporable
dans ce support SBA-15 fonctionnalisé. Pour cela, des solutions tampon a différentes
concentrations en lipase (2, 5 et 10 mg/mL) ont été préparées en supposant que cette gamme
permettra d’obtenir une saturation en termes d’immobilisation.

La Figure IV-16 présente I'évolution du taux de chimisorption de la lipasel en fonction

de la concentration initiale en lipase dans la solution tampon.
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Figure 1V-16 - Variation de la quantité d'enzyme adsorbée sur le matériau NCg-SBA-15 en

fonction de la concentration initiale en lipase dans la solution a pH 6

La quantité d’enzyme adsorbée sur le matériau NEEBA-15 augmente progressivement

en fonction de la concentration Bim-L dans la solution tampon et I'adsorption maximale est

de 0,28 mgum-L/Mg ncoz2m-sea-15 La faible différence d’adsorption entre une immobilisation
réalisée a partir d'une solution ayant une concentration & 5 mg/mL et celle réalisée avec une
solution a 10 mg /mL suggere que la capacité d’adsorption de la matrice fonctionnalisée
pourrait étre atteinte. Ce résultat peut étre corrélé avec les résultats obtenus par analyse
d’adsorption-désorption d’azote puisque I'on note une légere variation du volume poreux et
de la surface spécifique des bioréacteurs Mm-Lst®&8A-15 et Mm-L-uréger-SBA-15. Pour

la suite de ce travail, nous avons choisi de réaliser les immobilisations a partir d’'une solution

ayant une concentration de 10 mg/mL.

C. Réactions de transestérification catalysées par la lipas&im-L

chimisorbéee
Nous avons testé l'activité catalytique du support Mm-L-88A-15 en effectuant la
réaction de méthanolyse de I'huile de colza sans solvant et en prenant les conditions
déterminées dans le cas de la réaction de transestérification pour une lipase physisorbée. Ainsi,
le volume d’huile est de 600 pL, la masse de catalyseur de 10 mg, le rapport molaire
MeOH/huile est de 1, la quantité d’eau est de 2,5% (par rapport a la masse d’huile), la
température de 24°C, et enfin I'agitation de 100 tours par minute. La purification des produits

de la réaction et I'analyse par GC-MS sont faites selon le protocole décrit dans le chapitre 2.
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Rendement en esters méthyliques (%)

Les performances catalytiques de ce bioréacteur contenant la lipase chimisorbée ont été
testées. Pour cela, nous avons suivi le rendement des esters méthyliques de la réaction de
transestérification effectuée dans les conditions données ci-dessus, mais en faisant varier la
guantité d’eau ajoutée (2,5 et 5%) (Figure IV-17A). Pour rappel, le rendement de la réaction
est toujours calculé a partir du méthanol. Les rendements obtenus sont de 50% et 80% en
présence, respectivement, de 2,5% et de 5% d’eau. On note que le rendement est plus faible
que dans le cas du bioréacteur élaboré a partir de la NMrask physisorbée (rendement qui

peut atteindre 100%). Ainsi la liaison covalente qui lie I'enzyme au support joue un réle sur
I'activité catalytique.
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Figure IV-17 — Cinétiques de la réaction de transestérification avec un catalyseur chimisorbé.
Les conditions de la réaction sont : R=1:1; 25°C ; 100 trs/min ; 2,5%) et 5% d’eau (©) (A :

lipase chimisorbée; B : lipase physisorbée)

Lorsque 2,5% d’eau sont ajoutés (Figure IV-17B), nous constatons que la réaction catalysée
par une lipase physisorbée atteint un rendement proche de 100% apres 40 heures de réaction.
Par contre, le rendement de la réaction catalysée par une lipase chimisorbée sur le matériau
est seulement de 50% au bout de 72 heures. En revanche avec 5% d’eau ajoutés, la cinétique
est quasi-identique pour les deux types de catalyseurs, au bout de 75 heures, prés de 80% du
meéthanol a réagi. On peut noter que les deux types de bioréacteurs présentent la méme
cinétique, malgré une quantité d’enzyme différente. En effet, le matériau SBA-15 dont
'enzyme est physisorbée contient 0,43 v@/mgsea-15 alors qu’avec I'enzyme liée de
maniére covalente, le taux est de 0,28 mdmgsea-15 Le fait d’avoir un rendement quasi-

identique et une quantité d’enzyme différente signifie quetlenover number » n’est pas le
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méme pour les deux supports. Léurnover numbew correspond au rapport du nhombre de
moles de substrat (huile de colza) converti sur le nombre de moles de catalyseur utilisé. I
représente la capacité a catalyser un substrat en fonction de la quantité de catalyseur. Il ne faut

pas le confondre avec letwrnover frequency qui est le turnover number par unité de temps.

Tableau IV-3 - "Turnover number" des différents catalyseurs testés

, rt Turnover number
Biocatalyseur Eau (%)
(ng-L/gsuppor) (mol/moIMm_L)
Mme-L chimisorbée 0,28 2,5 4830
Mme-L chimisorbée 0,28 5 7085
Mm-L physisorbée 0,43 5 3880

‘T représente le taux d’adsorption d’enzyme sur l@stp

Tableau IV-4 - Valeurs des vitesses initiales calculées pour les différentes conditions de réactions

Bioréacteur Réaction Consommation de MeOH Formation des esters

méthyliques
Tvpe (?euﬁn;tsee Tem ératureAjout Vitesse Vitesse initiale  Vitesse Vitesse initiale
d‘adsyopr ton (m P (EC) d'eau initiale (umol/h/mgym. initiale  (umol/h/mgm.
P i (%) (umol/h) ) (umol/h) )
L/mg)
. . 2,5 19,2 4,57 18,5 4,4
Physisorption 0,43 24 5 139 331 134 319
- . 2,5 8,5 3,03 8,2 2,93
Chimisorption 0,28 24 c 77 075 24 0 64

Nous avons calculé les vitesses initiales de formation des esters méthyliques. Avec 2,5 et 5%
d’eau, les vitesses initiales sont quasi-identiques puisque I'on obtient respectivement 8,5 et
7,7 umol/h. Par ailleurs, les vitesses de consommation du méthanol sont tres proches de celles
de la formation des esters méthyliques. Ces résultats montrent que le fait de lier de maniére
covalente la lipase au support ne dénature pas I'enzyme et plus particulierement son site
actif'®. Malgré la fixation de la lipas®m-L sur la silice, cette enzyme reste active. Le
comportement du bioréacteur vis-a-vis de son recyclage a ensuite été examiné. Nous avons
effectué plusieurs réactions de transestérification successives pendant 24 heures. Deux séries
ont été effectuées en ajoutant 2,5 et 5% d’eau. Apres chaque réaction, le matériau contenant la
lipase a été lavé abondamment a I'eau distillée et séché a température ambiante. Les résultats
reportés sur la Figure IV-18 présentent le rendement relatif des différentes réactions, en

considérant un rendement de 100% pour la réaction initiale. On peut constater que I'enzyme
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conserve une activité catalytique appréciable pendant 4 cycles avec les deux types de
bioréacteur. Dans le cas d'un ajout de 5% d'eau, cette activité est totalement maintenue
jusquau 4™ cycle d'utilisation, avant de diminuer progressivement a 43% a*14 6

réutilisation. Par contre, dans les conditions ou 2,5% d’eau sont ajoutés dans le milieu

réactionnel, le fonctionnement maximum du bioréacteur n’est possible que pendant 2 cycles.
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Figure IV-18 - Evolution du rendement en fonction du nombre d'utilisations du bioréacteur qui

contient la lipaseMm-L chimisorbée

D. Caractérisation du bioréacteur apres réutilisation

Pour comprendre la perte d’activité catalytique de la lijdseor mieheiaprés plusieurs
utilisations, nous avons effectué plusieurs caractérisations physico-chimiques du bioréacteur.
Nous avons sélectionné le matériau Mm-L-ys&BA-15 qui permet d’obtenir le meilleur
rendement avec un ajout de 5% d’eau. Une analyse par diffraction des rayons X aux petits

angles a éteé effectuée pour connaitre I'évolution de la structure mésoporeuse (Figure 1V-19).
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Figure 1V-19 - Diffractogrammes SAXS des supports Mm-L-urég-SBA-15 avant réaction,

apres 5 et 6 utilisations
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Chapitre IV : Préparation d’'un bioréacteur par chimisorption de la lipase Mm-L sur
support silicaté mésoporeux

La présence de trois pics de diffraction sur les diffractogrammes montre que I'arrangement
hexagonal des pores est conservé aprés les 6 utilisations du bioréacteur. De plus, la distance
entre les plans (100) reste constante et est de 9,8 nm. Une analyse par adsorption-désorption
d'azote a été effectuée apres f'%et la 6™ utilisation. Les isothermes confirment que la

Mesoporosité est toujours présente puisque les isothermes sont de type IV (Figure 1V-20).
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Figure IV-20 - Isothermes d'adsorption et distributions de la taille des pores pour le matériau

avant réaction, aprées 5 et 6 utilisations

Concernant la taille des pores, on observe une Iégére augmentation au fur et a mesure des
réutilisations. Elle passe de 6,8 nm pour le matériau initial & 7,5 nm apres 6 utilisations. Une
faible désorption de I'enzyme ou de la monocouche d’isocyanate peut étre a l'origine de cet
accroissement du diametre des pores. L’'augmentation des valeurs de surface spécifique et de
volume poreux est en accord avec cette hypothese. Les valeurs sont regroupées dans le
Tableau IV-5.

Tableau IV-5 — Caractéristiques du bioréacteur au cours de son recyclage

Support Diamétres de Surface Volume poreux
P pores (nm)  spécifiqgue (m?/q) (cm/g)
Mm-L-urée-SBA-15 avant réaction 6,8 272 0,39
Mm-L-uréeSBA-15 apres 5 réactions 7,1 371 0,55
Mm-L-uréeSBA-15 aprés 6 réactions 7.6 413 0,60

La présence de I'enzyme sur le support apres plusieurs utilisations a été observée par

spectroscopie IR et les spectres sont tracés sur la Figure IV-21.
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Figure IV-21 - Spectres IR du support avant son utilisation et apres 5 et 6 utilisations

En comparant les spectres des supports avant utilisation et apres 5 et 6 utilisations, on peut
toujours constater la présence des bandes caractéristiques de I'enzyme (Amide |, Il et A).
Cependant, les fonctions uréthane et urée ont également des bandes caractéristiques situées
dans cette gamme de nombre d’onde. La quantification du taux d'immobilisation n’est pas
donc possible a déterminer par spectroscopie IR. En revanche, on observe un décalage des
bandes Amide Il et | vers les plus forts nombres d’ondes sur le spectre du support apres 5
utilisations. Il est possible que des modifications structurales de la lipase s’opérent au cours
du temps. Toutefois, il N’y a pas de forte perte d’activité, puisque le rendement relatif de la
réaction de transestérification passe de 100% lors d&@latilisation & 84% pour la®5®

utilisation. A la 6™ utilisation, I'activité catalytique chute & 43%.

E. Résumé

Dans ce chapitre, nous avons montré que la lipasmr mieheipouvait étre liee de maniere
covalente a un support, préalablement fonctionnalis€, en conservant une activité catalytique.
La modification de la surface des pores n’altere pas les caractéristiques structurales du
matériau, mais le diametre des pores diminue. En termes de capacité d’adsorption, un support
fonctionnalisé contient au maximum 0,28 ying/Mgssa-15. Dans le cas de la physisorption,

ce taux atteint la valeur de 0,43 mgwng/mgsea-1s. Cette différence peut s’expliquer par le

fait que la fonctionnalisation du matériau entraine une diminution de la taille des pores et la
capacité d’immobilisation est ainsi réduite. Les valeurs de surface spécifigue et volume
poreux confirment cette hypothése. On peut aussi noter que la molécule fonctionnalisante a

trois terminaisons (—C#)l qui sont susceptibles de se lier au support (SiOH) et une seule
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Chapitre IV : Préparation d’'un bioréacteur par chimisorption de la lipase Mm-L sur
support silicaté mésoporeux

fonction isocyanate qui peut créer une liaison covalente avec la lipase. Dans le cas de la
physisorption, chaque silanol libre (-OH) peut créer une liaison avec I'enzyme tandis qu'en
chimisorption, le fait d’ajouter une molécule conduit a diviser par trois les possibilités de
fixation.

La comparaison des performances catalytiques d’'une enzyme physisorbée et chimisorbée
permet de connaitre l'influence du type d’interactions entre le support et 'enzyme. Dans les
conditions de réaction optimales établies dans le cas de la physisorption (2,5% d’eau), nous
avons constaté que le rendement de la réaction de transestérification catalysée par une lipase
chimisorbée était divisé par deux. Par contre, une quantité d'eau égale a 5% permet
d’améliorer le rendement (environ 80%). Il est donc nécessaire de déterminer pour chaque
biocatalyseur les conditions optimales de la réaction envisagée. En termes de vitesses initiales,
la quantité d’eau présente n’a pas d’influence. En comparant ces vitesses a celles calculées
pour un bioréacteur dont la lipase est physisorbée, nous avons observé que les vitesses
initiales correspondant au catalyseur chimisorbé sont divisées par plus de la moitié.
Cependant, les taux d’adsorption des deux types de bioréacteurs étant différents, I'écart entre
les valeurs des vitesses est réduit, puisqu’il faut tenir compte de la quantité de lipase présente
dans le milieu réactionnel.

Concernant le recyclage du catalyseur, nous avons constaté qu’un bioréacteur dont la lipase
est physisorbée ne permet que deux réutilisations puisque ses performances catalytiqgues
deviennent nulles par la suite. Cela peut étre lié a la désorption de I'enzyme au cours des
réactions, les liaisons entre I'enzyme et le support étant faibles. Lier chimiquement I'enzyme
est une maniére de résoudre ce probleme. Les résultats du recyclage d’'une lipase chimisorbée
montrent que l'activité catalytigue est maintenue pendant six utilisations. Cela suggére que
'enzyme reste fixé sur le support. Cependant, aprés 5 réutilisations, le rendement diminue
progressivement. Cette perte d’activité est liée a 'enzyme mais pas a son relargage. Teixeira
et al. reporte que la perte d’activité de I'enzyme pourrait étre due a la présence d’'un exces
d’eau au fur et & mesure de la réutilisation du bioréacteur et & la présence de'glygrol
glycérol dans le milieu réactionnel forme une couche autour de la lipase, empéchant ainsi la
diffusion du substrdf. Une étude de Virteet al. a montré que ce phénoméne n'a pas
seulement lieu lors de I'utilisation d’'une lipase immobilisée, mais également avec une lipase
« libre ». Une autre cause de la perte d’activité de I'enzyme peut étre liée a la présence de
produits oxydant les lipides, comme les peroxydes. En effet, la combinaison d’acides gras
insaturés et d’oxygene entraine la formation de produits d’oxydation. Ce phénomene peut

avoir lieu dans notre cas, car I'huile de colza utilisée pour la réaction de transestérification
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contient des acides gras insaturés comme l'acide oléique et I'acide linoléique. A ce propos,
Ohtaet al ont également observé une désactivation de la lipase en présence de peroxydes
lipidiques®. D’aprés Pirozzet al, le processus d’oxydation des triglycérides se fait en deux

étaped®. Tout d'abord, des produits type peroxydes sont formés, et ensuite une seconde
oxydation conduit a la formation d’aldéhydes qui interagissent avec les groupements SH, les
amino-acides et l'histidine de I'enzyme. Ces attaques causent la désactivation de la lipase,

cette seconde oxydation étant particulierement sévere.
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Chapitre V : Bioréacteurs

meéso-macroporeux

Ce chapitre est consacré a la préparation de bioréacteurs méso-macroporeux et a leur
utilisation dans la réaction de transestérification de I'huile de colza. Ces matériaux sont
obtenus par immobilisation de la lipaskicor mieheidans une matrice silicatée selon deux
méthodes. La premiere repose sur la physisorption post-synthés#dellalans la matrice
silicatée obtenue a partir d'une émulsion huile/eau et la seconde met en jeu I'encapsulation
directe de I'enzyme lors de la synthese du matériau silicaté par l'intermédiaire d'une double
émulsion eau/huile/eau. Pour les matériaux méso-macroporeux préparés a partir d'une double
émulsion, il est possible de réduire la taille des macropores de quelques microns a quelques
centaines de nanometres par l'intermédiaire des nanoparticules lipidiques solides (SLN)
obtenues par évaporation du limonene, un des constituant huileux de la double émulsion.
Cette voie est originale et permet d’'ajuster la taille des macropores, tout en assurant une
encapsulation directe de I'enzyme au sein du matériau. Les résultats obtenus a partir des voies
explorées seront compareés et les performances catalytiques de ces matériaux vis-a-vis de la
réaction de transestérification de l'huile de colza seront présentées. Enfin, nous aborderons

I'aspect recyclage/réutilisation des biocatalyseurs.
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Chapitre V : Bioréacteurs méso-macroporeux

A. Bioréacteurs méso-macroporeux obtenus par la physisorption de la

lipase Mm-L

Nous étudierons dans un premier temps I'immobilisation de la ligase. sur un support
silicaté méso-macroporeux préparé a partir d'une émulsion. La présence de macropores doit
permettre une meilleure diffusion des réactifs et des produits, ce qui devrait accélérer la
réaction de transestérification. La préparation de ces matériaux est décrite dans le chapitre 2.

Avant I'étape d’adsorption de I'enzyme, une caractérisation du matériau est nécessaire.

1. Préparation du matériau
La synthese originale de ce matériau a été effectuée au laboratoire par Rudina Bleta a partir de
tensioactifs fluorés R(EO), qui forment dans I'eau des émulsidnDans ce travail, le
matériau a été synthétisé a partir d’'un mélange de tensioactifs : 30%H® Rt 70% de
RF,EQs. L'émulsion est une dispersion de gouttelettes d'huile dans un milieu aqueux. Dans le
cas des eémulsions considérées, le milieu continu est constitué de micelles gonflées d'huile
dispersées dans I'eau. Cette double empreinte permet I'obtention de pores a deux échelles
différentes. En effet, les gouttelettes d'huile de I'émulsion sont a l'origine des pores dont la
taille est de quelques micrométres et les micelles de tensioactif permettent de former le réseau
de mésopores. Ce réseau de mésopores organisés constitue les murs des macropores. La

Figure V-1 illustre le mécanisme de formation.
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Figure V-1 - Mécanisme de formation des matériaux méso-macroporetix

En comparaison avec l'utilisation de billes de latex comme empreinte, les gouttelettes d’huile
des émulsions présentent I'avantage d’avoir une certaine résistance a la pression subie lors de

I'hydrolyse et de la condensation de la source de silice qui peut influencer la structure du
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matériau. En effet, avec les émulsions, la charpente est alors plus réguliere et moins fracturée

que celle obtenue dans le cas des billes de?latex

2. Caractérisation du matériau méso-macroporeux
Le support silicaté a été caractérisé par diffraction des rayons X, adsorption-désorption

d’azote, porosimétrie a mercure et par microscopie électronique a balayage.
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Figure V-2 - Diffractogramme SAXS du matériau méso-macroporeux

Sur le spectre de diffraction (Figure V-2), on observe deux pics correspondant a des distances

entre les plans (100) et (110) respectivement de 7,3 nm et 4canactéristiques d'un
arrangement hexagonal des pores car le rapport entre les pics/8stLdepremiére réflexion

permet de calculer le paramétre de maileCn trouve quegaest égal a 8,4 nm. Les analyses

de sorption d’azote ont permis la caractérisation de la porosité du matériau (Figure V-3).

0,5

800 6,8 nm

04 *

600
0,34

4004 02

Volume adsorbé (city)
dv/dD (cni/g-nmi’)

I
!
/

, / .\

0 T T T T T T T T T — T T T T T T T T T T
0,0 01 0,2 0,3 0,4 05 0,6 0,7 038 0,9 1,0 0 5 10 15 20 25 30 35 40

Pression relative (p/p Diamétre des pores (nm)

Figure V-3 - Isotherme d'adsorption-désorption d'azote et distribution de la taille des pores du

matériau méso-macroporeux
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Chapitre V : Bioréacteurs méso-macroporeux

L’isotherme est de type IV, spécifique a un matériau présentant une mésoporosité. Dans ce
matériau, bien qu’il y ait des macropores, un réseau de mésopores dont la taille est de 6,8 nm
est présent et constitue la paroi des macropores. Afin de déterminer la taille des macropores,

le matériau a été analysé par porosimétrie a mercure (Figure V-4).
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Figure V-4 - Distribution de la taille des pores du matériau méso-macroporeux obtenu par

porosimétrie & mercure

La Figure V-4 représente la distribution de la taille des pores du matériau méso-macroporeux.
La présence de macropores est confirmée par le pic situé a 4,6 um. La largeur de ce pic
fournit une information sur I'homogénéité de la taille des macropores. Le pic fin est

caractéristique d’une distribution assez fine de la taille des pores (entre 2 et 8 um).
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Figure V-5 - Micrographie MEB du matériau méso-macroporeux

La Figure V-5 est une image réalisée par microscopie électronique a balayage montrant des

pores d’environ 5 pm en accord avec la porosimétrie a mercure.
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Le matériau ainsi caractérisé a été utilisé comme support pour I'immobilisation de la lipase
Mucor miehei La caractérisation du matériau apres immobilisation de 'enzyme montre une

dégradation de la structure du réseau de mésopores (Figure V-6).
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Figure V-6 — Diffractogramme SAXS, isotherme d'adsorption-désorption d'azote et distribution
de la taille des pores sur un matériau méso-macro non calciné aprées une immobilisation & pH 6

dans une solution de lipase d’'une concentration de 5 mg/mL

L’analyse montre que le matériau présente encore une mesoporosité (isotherme de type V).
Cependant, le volume adsorbé a chuté & 3G0yoan la valeur de dV/dD a également diminué
fortement. Cette dégradation pourrait étre due a I'hydrolyse de la silice lors de
immobilisation de la lipaseMm-L qui entrainerait une dissolution de la silice et donc une
déstructuration des mésopores. Ce phénomene s’est aussi produit lors de I'immobilisation de
'enzyme sur le matériau type MMF. Pour conserver I'arrangement des meésopores, nous

avons calciné le matériau.
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Chapitre V : Bioréacteurs méso-macroporeux

3. Effet de la calcination
Le matériau a été calciné a 550°C pendant 3 heures sous air en passant par plusieurs paliers,
'un a 100°C et l'autre a 350°C. La température est augmentée lentement (2°C/min) pour ne
pas dégrader la structure du matétidagshawet al ont montré que la vitesse de chauffe
lors de la calcination était un paramétre qui influencait la structure des médopaes
calcination consolide la structure car aux températures supérieures a 200°C, des réactions de
condensation thermique ont lieu et entrainent la formation de siloxanes a partir des silanols.
Cela a pour conséquence une diminution du taux de silanols libres et donc, une diminution
potentielle de la capacité d’adsorption. La Figure V-7 présente les diffractogrammes des

matériaux méso-macroporeux non calcinés et calcinés.

Intensité (u.a.)

Mon calcing
N
i LHAVIN

0, 1,0 1,5 2,0 2,3 3,0
q (nm™}
Figure V-7 - Comparatif des diffractogrammes SAXS des matériaux méso-macroporeux non-

calcinés et calcinés

On observe sur la Figure V-7 un décalage des pics vers les plus grandes valeurs de g dans le
cas du matériau calciné. En effet, apres calcination, la distance entre les plans (100) passe de
7,34 7,1 nm car une contraction du réseau a lieu suite & la déshydroxylation des.<danols
observe également une bosse située a 8,3 nm qui correspond a une structure vermiforme des
canaux. Nous avons donc obtenu un matériau qui présente des domaines organisés et d’'autres
qui ne le sont pas.

L’analyse par adsorption-désorption d’azote apres I'étape de calcination est présentée sur la
Figure V-8 en comparaison avec le matériau non calciné. On constate que la mésoporosité du
matériau est maintenue puisque l'isotherme est de type IV. On observe également une faible
augmentation du diamétre des pores, qui passe de 6,9 nm a 7,1 nm. Le volume poreux est

aussi affecté par la calcination tandis que la surface spécifique reste constante.

149



1200 0,7

—a—Non calciné —4— Non calciné

1 —e—cakine ’/wﬁa.»-’ 0.64 7,1 —e— Calciné
1000 / ’ * o
m-%’ 1 A{Wm < 0,54
= 8004 £ 6.8
0 c
g ] iy £
2 6004 / F §
@ £ =~ 0,31 / .
g | LA S 7 \
e Mﬁf}f > 02 AL
> | 444—6“" ¢ / k
200  , aaettt 0,1+ é f 3
K JNAN
- 0,0 A%%!\kg__A
0 — T T T T T T T T T T T T T T T T T T . . . . .
00 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 5 5 10 15 20 25 30
Pression relative (pfp Diamétre des pores (nm)

Figure V-8 — Comparatif des isothermes d'adsorption-désorption d'azote et distributions de la

taille de pores d’'un matériau méso-macroporeux non calciné et calciné

Le diametre des macropores a également été déterminé aprées I'étape de calcination (Figure V-
9) et malgré une distribution plus large, la taille est toujours centré sur 4,8 um. On peut

également voir les mésopores qui correspondent a ceux présents dans les murs des

macropores.
4,8 um
5
(@]
o
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>
©
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Figure V-9 - Distribution de la taille des pores du matériau méso-macroporeux calciné

obtenu par porosimétrie & mercure

Le Tableau V-1 regroupe les valeurs déterminées par SAXS et par adsorption-désorption

d’azote pour les matériaux méso-macroporeux calciné et non calciné.

Tableau V-1 — Valeurs caractéristiques des matériaux meéso-macroporeux avant et apres

calcination

Matériau méso-macroporeux a8 (Nm)  digo(NM) dy (NM)  Sger (M?/Q) Vv, (cmlg) e (nm)

Non calciné 8,4 7,3 6,8 823 1,33 1,6

Calciné 8,2 7,1 7,1 823 1,57 11
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Chapitre V : Bioréacteurs méso-macroporeux

4. Immobilisation de la lipase Mucor miehel sur le matériau calciné
De la méme maniere que pour les supports SBA-15 et MMF, nous avons étudié la capacité
d’adsorption de la lipas&m-L dans les matériaux méso-macroporeux. Le protocole est
détaillé dans le chapitre 2. Le matériau est immergé dans une solution enzymatique et la
guantification de I'adsorption de la lipase a été déterminée en suivant la méme méthode que
celle utilisé pour les matériaux mésoporeux (cf. chapitre 3). Nous avons montré que les
rendements de la réaction de transestérification catalysée par laMipakephysisorbée sur
un support mésoporeux a pH 3 et 10 sont négligeables (chapitre 3). Pour ces raisons,
immobilisation de la lipas&im-L sur le matériau méso-macroporeux a uniquement été faite
a pH 6.

a. Caractérisation du bioréacteur et mise en évidence de I'adsorption

Nous avons fait varier la quantité de lipase dans la solution tampon a pH 6 en choisissant des
concentrations de 2 a 20 mg/mL. Apres I'immobilisation, les bioréacteurs ont été caractérisés
par SAXS. Les résultats de ces analyses sont présentés sur la Figure V-10. Pour les faibles
concentrations (jusqu'a 5 mg/mL), les raies (100) et (110) sont bien visibles. Lorsque
immobilisation a lieu dans des solutions enzymatiques ou la concentration est plus élevée,
on observe des réflexions moins prononcées, signifiant que le contraste (nombre

d’électrons/unité de volume) est modifié par la présence de la lipase dans le matériau.

8,3nm 7,1 nm

20 mg.m(*

Intensité (u.a.)

Matériau brut calci

0,5 1,0 ' :II.,5 ' 2,0 2,5 ' 3,0 0:5 ' 1,0 ' i,5 ' 2,0 2,5 ' 3,0
a () g (nnt')
Figure V-10 - Diffractogrammes SAXS du matériau méso-macroporeux apres immobilisation &

différentes concentrations enzymatiques
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La présence de I'enzyme sur le matériau méso-macroporeux a été confirmée par les analyses

d’adsorption-désorption d’azote qui ont également permis d’examiner des propriétés du

matériau en fonction du taux d'immobilisation (Figure V-11).
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Figure V-11 - Isothermes d'adsorption-désorption d'azote et distributions de la taille des pores

en fonction de la concentration initiale en lipase de la solution tampon a pH6

Bien que les isothermes soient toujours de type IV, I'adsorption croissante d’enzyme conduit a
une diminution du volume d’azote d’adsorbé. Ainsi, 'augmentation de la concentration initiale
en lipase a pour conséquence un saut de condensation capillaire de moins en moins marque.
Concernant la distribution de la taille des pores, 'immobilisation n’engendre pas de changement
du diametre poreux, mais une diminution graduelle de la valeur dV/dD qui est caractéristique

d’'un remplissage progressif des pores.
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Figure V-12 - Evolution de la surface spécifique, du volume poreux et des diametres des pores
du matériau méso-macroporeux en fonction de la concentration initiale en lipase dans la solution

tampon

La Figure V-12 présente I'évolution des caractéristiques texturales de la matrice méso-

macroporeuse en fonction de la concentration initiale de 'enzyme dans la solution tampon.
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Chapitre V : Bioréacteurs méso-macroporeux

L’'immobilisation de la lipase sur ce support conduit a la diminution de la surface spécifique,
gui passe de 1055 m?/g a 500 m2/g lorsque la concentration en lipase varie de 0 a 20 mg/mL.
Le volume poreux est également fortement affecté diminuant de 1,7 a /8, cm
contrairement au diametre des pores qui, lui, reste pratiquement inchangé (6,8 a 6,4 nm).
Cependant, le volume poreux et la surface spécifique atteignent une valeur minimale a partir
d'une concentration de 15 mg/mL. Cela pourrait indiquer une saturation de la capacité
d’adsorption de lI'enzyme par les mésopores. Le calcul de I'épaisseur de la paroi par
soustraction du diametre poreux au parametre de mgitlerdre que les murs ont tendance a

se renforcer. L'épaisseur des murs passentde 1,4 a 1,7 nm.

Le Tableau V-2 est un récapitulatif des valeurs déterminées par les deux techniques
d’analyses, SAXS et adsorption-désorption d’azote, pour les matériaux méso-macroporeux

apres immobilisation de I'enzyme a différentes concentrations.

Tableau V-2 - Valeurs caractéristiques du matériau apres immobilisation

Support a(nm) Ser (M?g) b (cnT/g) ¢, (nm) e (nm)
2 mg.mL* 8,2 766 1,36 6,8 1,4
5 mg.mL* 8,2 664 1,17 6,8 1,4
10 mg.mL* 8,1 539 0,67 6,5 1,6
15 mg.mL* 8,1 506 0,29 6,5 1,6
20 mg.mL* 8,1 506 0,33 6,4 1,7

L’adsorption de I'enzyme sur le support méso-macroporeux calciné a été également mis en
evidence par spectroscopie infrarouge. La Figure V-13 représente un ensemble de spectres IR
indiquant les bandes caractéristiques de la lipase en fonction de la concentration initiale en
lipase dans la solution tampon a pH 6. On peut voir une augmentation de la bande Amide Il
(situé aux alentours de 1528 ¢)ret de la bande Amide Il (environ 1460 ¢nll en est de

méme pour la bande Amide A (3333 Ymui est amplifiée au fur et & mesure que la quantité

de lipase présente dans le matériau augmente. La diminution de lintensité de la bande
correspondant aux groupements silanols libres Si-OH située a 374%uintonstitue une

preuve supplémentaire de la lipase Mmans le matériau.
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Figure V-13 - Spectres IR de la lipas®m-L physisorbée sur le matériau méso-macroporeux en

fonction de la concentration initiale de la solution enzymatique

b. Dosage de 'enzyme

La quantité de lipase dans le matériau a été déterminée en faisant varier les concentrations en
lipase de la solution tampon (pH 6). La méthode utilisée est identique a celle décrite dans le
chapitre 2.

L’isotherme d’adsorption de la lipase sur le matériau méso-macroporeux calciné est présentée
sur la Figure V-14. L’exploitation de I'isotherme a été faite avec le modele de Langmuir tout

comme pour les matériaux SBA-15 et MMF (chapitre 3). Il a pour équation :

_ ["max[Cleq
[Cleat KL

En ajustant le modéle théorique aux points expérimentaux obtenus a partir des solutions de
lipase immobilisées a pH 6, le matériau a une capacité d'adsorption maximale de

1,1 M@um-L/MQuatrice €t UNE CONstante Kde 2,57 mg/mL.

1.2

1,04
0,84

“o e
E. 0,6

0,4

010 T T T T T
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Concentration résiduelle (mg.ML

Figure V-14 - Isotherme d'adsorption de la lipase Mm-limmobilisée a pH 6 sur le matériau

méso-macroporeux
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Chapitre V : Bioréacteurs méso-macroporeux

La capacité d’adsorption maximale de 1,11 mg de la lipase par milligramme de matériau est
plus élevée que celle déterminée par ce méme modeéle pour les matériaux mésoporeux SBA-
15 et MMF (respectivement 0,5 et 0,35yRg/Mdnaticd. Cette différence peut étre due a la
présence des macropores dans la matrice. L’enzyme peut donc facilement pénétrer et
s’adsorber a la surface de ces macropores. Les deux matériaux précédemment étudiés étant
constitués uniguement de mésopores, I'accessibilité de la lipase dans les pores est limitée. Le
volume poreux du matériau méso-macroporeux déterminé par analyse d’'adsorption-
désorption d’azote est caractéristique du volume des mésopores (£/§y. &n supposant

gue la lipase adopte une forme sphérique de diamétre de 4 nm, il est possible de calculer
'adsorption théorique maximale dans les mésopores. Une molécule de Mlpatea un

volume de 33,5 nfh Ainsi, I'adsorption maximale théorique est égale & 2. (Dmateriau

Cette capacité d’adsorption est surestimée car le volume poreux des mésopores est considéré
global. Or ce volume correspond a un ensemble de canaux de longueurs différentes ayant en

moyenne 6,7 nm de diamétre.

5. Réaction de transestérification de I'huile de colza

a. Cinétique
Nous avons utilisé I'ensemble « matrice silicatée-lipase » pour réaliser la méthanolyse de
'huile de colza. L'immobilisation de I'enzyme sur la matrice méso-macroporeuse a été
réalisée a partir d’'une solution de lipase ayant une concentration de 10 mg/mL a pH 6. Les
conditions d’adsorption de la lipase sont les mémes que celles utilisées dans le cas du
matériau mésoporeux SBA-15 afin de comparer les performances catalytiques de I'enzyme.
Ainsi, le taux d’adsorption dans ce cas est de 0,5/MNGsiice: CelUi du matériau SBA-15
étant de 0,43 mg/mg. Nous avons choisi d'utiliser les conditions optimales définies par le plan
d’expérience dans le cas des matériaux mésoporeux a des fins de comparaison.
Ces conditions sont les suivantes :

- Volume d’huile : 600 pl,

- Rapport molaire méthanol/huile : 1,

- Ajout d’eau dans le milieu réactionnel : 13 pL c'est-a-dire 2,5% en masse (par

rapport a la masse d’huile)

- Température de réaction : 25°C

- Agitation : 100 tours par minute

- Masse de catalyseur : 10 mg
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La Figure V-15 montre la production d’esters méthyliques en fonction du temps. Le
rendement est calculé en considérant le méthanol comme étant le réactif limitant (cf . chapitre
2).
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Figure V-15 - Rendement en esters méthyliques en fonction du temps

La cinétique de production des esters méthyliques est linéaire en fonction du temps. Le
comportement est différent de celui obtenu avec le bioréacteur a base du matériau SBA-15,
gue ce soit dans le cas de la physisorption ou de la chimisorption. Aprés 72 heures de réaction,
pres de 100% du méthanol a été consommé aprés 72 heures de réaction. Avec le support
meéso-macroporeux, le rendement R évolue en 1,3 x t avec t le temps de réaction (en heures) et
la vitesse initiale de formation des esters méthyliques est de 8,3 pmol/h. Cette valeur est
nettement inférieure a celle calculée pour le bioréacteur a base du matériau SBA-15
(13,4 umol/h). De plus, si les vitesses sont rapportées a la quantité d’enzyme, cette différence
est accentuée puisque la capacité d’adsorption de la matrice méso-macroporeuse est plus
importante que pour la matrice SBA-15 et on trouve pour le support méso-macroporeux
1,45 yumol/h/mg contre 4,4 pmol/h/mg pour le support SBA-15.

Tableau V-3 — Comparaisons des vitesses initiales du bioréacteur méso-macroporeux

Bioréacteur Consommation de MeOH Formation des esters méthyliques

Vitesse initiale  Vitesse initiale  Vitesse initiale Vitesse initiale

Support (umol/h) (umol/h/mgym. ) (umolhy  (Hmol/ f)‘/ MGm-
L.
Matériau méso- 8.6 151 8.3 1,45
macroporeux
SBA-15 19,2 4,57 18,5 4.4
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Chapitre V : Bioréacteurs méso-macroporeux

Les performances catalytiques d’un bioréacteur dépendent non seulement du rendement de la
réaction, mais également de son « turnover number ». Pour rappel, ce nombre est le rapport
entre le nombre de moles de substrat transformé et le nombre de moles de catalyseur présent.
La Figure V-16 présente I'évolution du turnover number d’'une réaction catalysée par le
bioréacteur dont la matrice est méso-macroporeuse. A titre de comparaison, I'évolution du
turnover number de la réaction de transestérification avec le matériau SBA-15 servant de

support est aussi présentée sur cette figure.
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Figure V-16 - "Turnover number" des deux types de bioréacteurs

Sur la Figure V-16, on constate que le «turnover number » de la réaction catalysée par le
support SBA-15 est supérieur a celui de la réaction effectuée avec le bioréacteur méso-
macroporeux. Dans ce cas, une mole d’enzyme présente dans le support SBA-15 est capable
de transestérifier prés de 4900 moles de substrat alors qu'une mole de lipase adsorbée sur le
matériau méso-macroporeux n’en transforme que 3600. Les macropores devant faciliter la
diffusion du substrat, nous aurions pu nous attendre a une vitesse initiale supérieure a celle
obtenue avec le bioréacteur SBA-15. On peut donc penser que I'enzyme adsorbée a la surface
des macropores (4,8 um) n’est pas confinée et que sa conformation est fhddifigase

alors plus exposée au milieu réactionnel entraine une baisse de son activité catalytique. Selon
Takahashet al., un bon ajustement entre la taille de 'enzyme et le diametre des pores doit
étre trouvé pour conserver I'activité de I'enzyme et la stabiliser. Il faut noter également que la
présence de macropores dans la matrice impliqgue que la probabilité de rencontre entre la
lipase adsorbée dans ces pores et le substrat est plus faible que dans le support qui est

exclusivement mésoporeux.
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b. Recyclage du bioréacteur

La recyclabilité du biocatalyseur est un atout important pour des questions économiques.
Nous avons étudié cet aspect en effectuant consécutivement plusieurs réactions de
transestérification. Pour I'évaluation de l'efficacité, la production d’esters méthyliques de la
premiere réaction de transestérification sert de référence. Aprés chaque réaction de
transestérification, le catalyseur est récupéré par centrifugation, puis lavé a l'eau afin
d’éliminer le glycérol. Apres séchage, il est réutilisé. Le recyclage du bioréacteur est arrété
lorsque l'activité catalytique du catalyseur est inférieure a 10%.

Le graphe de la Figure V-17 montre I'’évolution du rendement relatif en esters méthyliques en

fonction du nombre d’utilisations du bioréacteur méso-macroporeux.
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Figure V-17 - Réutilisation du bioréacteur (matrice méso-macroporeuse)

On peut voir que, dés la deuxieme réutilisation du bioréacteur, le rendement chute fortement,
puisque seuls 30 % d’esters méthyliques sont formés. Lors d'une troisieme utilisation, la
production d’esters méthyliques est tres faible (4%).

L’activité catalytigue du bioréacteur est donc réduite a deux utilisations. La méme baisse

d’activité a été constatée avec le support SBA-15 dont I'enzyme est physisorbée.

Pour essayer d’expliquer ce phénomene, nous avons caractérisé le bioréacteur aprés chaque
utilisation. Les isothermes d’adsorption-désorption d’azote ainsi que la distribution de la taille
des pores des supports utilisés au cours du recyclage du bioréacteur méso-macroporeux sont
données sur la Figure V-18.
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acteurs méso-macroporeux

Volume adsorbé (cffg)
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Figure V-18 - Isothermes d'adsorption-désorption d'azote et distributions de la taille des pores

du matériau brut, immobilisé et apres réaction

Le matériau brut et celui qui contient 'enzyme présentent une isotherme de type IV

caractéristique de la présence de mésopores. Concernant les distributions de la taille des pores,

on peut constater que le diameétre poreux diminue entre son état initial et aprés immobilisation

en passant de 7,1 a 6,4 nm, caractérisant la présence de I'enzyme. En comparaison avec le

matériau ou la lipase est immobilisée, lisotherme du matériau apres réactions de

transestérification posséde un saut de condensation capillaire tres faible, suggérant

I'effondrement de la matrice silicatée, et ce, des la premiere réaction. L’analyse de diffraction

des rayons X aux petits angles confirme cette désorganisation (Figure V-19).
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Figure V-19 - Diffractogrammes SAXS des matériaux méso-macroporeux brut, contenant la

lipase (10 mg/mL) et aux différentes étapes de réutilisation

159



En effet, I'intensité des raies de diffraction chute au fur et a mesure du recyclage pour
disparaitre apres la troisieme utilisation. Ainsi les différents traitements subis par le matériau,
et en particulier le lavage du bioréacteur a I'eau aprés réaction doit étre examiné avec
attention. Nous savons que I'eau ne dénature pas I'enzyme et nous avons montré qu’elle ne
déstructurait pas le bioréacteur SBA-15 (cf. chapitre 3). L’'eau permet de solubiliser le
glycérol produit pendant la réaction de transestérification et ainsi de I'éliminer. Cependant,
dans le cas du support méso-macroporeux, il se peut que la condensation soit moins bonne
gu'en contact avec l'eau, le matériau s’hydrolyse entrainant une dégradation marquée du
support. Le Tableau V-4 regroupe les données issues des analyses SAXS et adsorption-

désorption d’azote du matériau lors des différentes réutilisations.

Tableau V-4 — Données des analyses d'adsorption-désorption d'azote pour les supports au cours
de ses différentes étapes

Support Seer (M2/g) v, (cnt/g)  d, (nm)
Matériau brut 823 1,57 7,1
Matériau immobilisé 539 0,67 6,5
Matériau apres 1 réaction 505 0,26 -
Matériau apres 2 réactions 315 0,17 -
Matériau apres 3 réactions 343 0,18 -

Afin de quantifier 'enzyme restante dans le matériau aprés réaction, nous avons analysé ses

bioréacteurs par spectroscopie infrarouge (Figure V-20).
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Figure V-20 - Spectres IR du bioréacteur au cours du recyclage
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Chapitre V : Bioréacteurs méso-macroporeux

On peut constater que l'intensité des bandes caractéristiques de la lipase (Amide Il et
Amide Il) diminue apres chaque utilisation. Ainsi, la quantité d’enzyme adsorbée passe de
0,57 a 0,35 mg/mg apres la premiére utilisation, puis a 0,24 mg/mg apres la deuxieme et enfin
a 0,19 mg/mg apres la troisieme. Il y a bien un phénomene de désorption. Sur les spectres,
nous avons observé également une baisse de l'intensité des bandes Si-O-Si situées entre 1750
et 2100 crit, qui peut étre corrélée avec la déstructuration de la matrice silicatée. Cette
dégradation entraine sans doute le relargage de la lipase.

En résumé, l'utilisation d'un bioréacteur de type méso-macroporeux qui présente une
organisation hexagonale des mésopores a été investie pour immobiliser |MiipdsdJne

étape de calcination de la matrice a été nécessaire pour maintenir la structuration des
meésopores apres l'encapsulation de I'enzyme. Le taux d'adsorption maximal est de
1,1 m@um-L/MGnarice lequel est bien supérieur a un matériau mésoporeux (i.e. SBA-15). La
cinétique de réaction de transestérification est beaucoup plus lente que celle obtenue dans les
mémes conditions avec le support SBA-15, elle est linéaire et atteint son maximum
(rendement proche de 100%) au bout de 72 heures de réaction alors que le rendement de la
réaction catalysée par le bioréacteur formé avec le matériau SBA-15 atteint 100% aprés 30
heures. La vitesse initiale du bioréacteur méso-macroporeux est 3 fois plus faible
(1,45 pmol/h/mgm..) que celle du bioréacteur SBA-15. La capacité de réutilisation du
bioréacteur, tout comme dans le cas du support SBA-15 est limitée a 2 utilisations. La
dégradation du support peut étre la principale cause de la perte d’activité du bioréacteur. Pour
réduire, voire éviter cette dégradation, un solvant ne provoquant pas I'hydrolyse de la silice et
ne désactivant pas I'enzyme pourrait étre utilisé. En effet, il a été montré par Btoakat
gu’avec un meélange eau/alcool tertiaire, le glycérol a pu étre éliminé et l'activité catalytique

ainsi maintenue

B. Bioréacteurs silicatés préparés a partir de doubles émulsions et de SLN

Une autre voie d’encapsulation de I'enzyme consiste a I'immobiliser lors de la synthése du
matériau méso-macroporeux. Pour ce faire, I'enzyme a d’abord été incorporée dans une
émulsion inverse (Eau/Huile), puis a partir de cette émulsion, une double émulsion (E/H/E)
sert de « template » pour la synthése du matériau silicate.

La phase organique est constituée de composés «verts », biosourcés et respectueux de

'environnement i(e. N-hexadecylpalmitate (NHP) et le limonene constituent la phase
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huileuse, la Iécithine d’ceuf est le tensioactif et I'isopropanol joue le rble de co-tensioactif) (cf.
Figure V-21).

Emulsion E/H Emulsion E/H/E Emulsion E/SLN/E

Adsa.rptmn Evapora_ﬁ‘an et
du tensioactif diffusion du limonéne

Evaporation
des gouttelettes
deau

(H@j Eau @ miceu;s-de-'-m-zg S Eau
M !

Précurseur de silice
Procédé Sol-Gel

Matériaux silicatés méso-macroporeux
Figure V-21 - Schéma d'illustration de la formation et de la transformation de la double

émulsion en SLN

Par évaporation du limonéne, la phase huile conduit a des nanoparticules solides lipidiques a
base de NHP. Ces deux types de systemes (émulsion E/H/E et E/SLN/E) dans lesquels
'enzyme est solubilisée dans une phase aqueuse, tout en étant protégée par un environnement
sous forme de gouttelettes dispersées dans I'eau, ont été minénalisésprocédé sol-gel.

Enfin, les performances catalytiques des matériaux ainsi préparés ont été testées en procédant

a une réaction de transestérification de I’'huile de colza.

1. Systemes colloidaux utilisés comme template
Dans un premier temps, nous avons mis au point les conditions expérimentales pour préparer

les matériaux en 'absence d’enzyme.

a. Emulsion inverse

L’émulsion inverse est composée d'une phase huile contenant un mélange limonene/ NHP et
d'une phase aqueuse contenant une solution tampon TRIS (pH 6). L'émulsion, obtenue par
simple agitation sous vortex, est stabilisée par un mélange lécithine d’ceuf/isopropanol. La
composition massique de I'émulsion est de 50% de limonéne, 30% de solution aqueuse
contenant 'enzyme, 11,9% de lécithine d’ceuf, 5,25% de NHP et 2,85% d’isopropanol.
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Chapitre V : Bioréacteurs méso-macroporeux

Les mesures par diffusion dynamique de la lumiére (DLS) montrent la présence de plusieurs
tailles de particules dont les dimensions caractéristiques sont 25 nm, 210 nm et 2 um. Les

gouttelettes de @m ont pu également étre visualisées par microscopie optique et sont

2pum
60

504 214nm
404

30
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T T
10 100 1000
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Figure V-22 - Image réalisée par microscopie optique et analyse par diffusion dynamique de la

lumiere de I'émulsion inverse contenant la lipase

b. Double émulsion

L’émulsion inverse a été ensuite ajoutée dans une solution micellaire de P123 (3,45 wt%)
pour donner a une double émulsion E/H/E. Ce systeme dont le milieu continu contient a la
fois des micelles et des gouttelettes E/H, a été choisi pour préparer des matériaux a porosité

hiérarchisée en mettant & profit le mécanisme coopératif et transcriptif.

Figure V-23 - Images réalisées par microscopie optique de la préparation a base de doubles

émulsions

L'analyse par DLS a permis d’'observer des objets identiques a ceux observés dans I'émulsion
inverse de départ, alors que l'analyse par granulométrie (Mastersizer) a permis de déterminer
la taille des gouttelettes constituant la double émulsion, qui sont de l'ordrqude b8 taille

et la morphologie des gouttelettes, respectivement d'eau et de I'huile, a été examinée par
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microscopie optique (Figure V-23A). Sur I'image B de la Figure V-23, on observe une

gouttelette de la phase dispersée huileuse qui est constituée de fines gouttelettes d'eau.

Intensité (u.a.)
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Figure V-24 - Analyses DLS (A) et Mastersizer (B) de la préparation a base de doubles

émulsions

c. Nanoparticules solides lipidiques (SLN)

La phase huileuse des doubles émulsions que nous avons préparées est constituée d’'une phase
d'un mélange d'un ester gras, solide £T54°C) et de limonéne, liquide a température
ambiante. Il est ainsi possible par simple évaporation du limonene, dobtenir des
nanoparticules solides lipidiques, tout en conservant les gouttelettes d'eau qui sont confinées
au sein des SLN. Cette méthode, a déja été décrite dans la littérature et a permis
I'encapsulation d'une catalase dans des SLN préparées a partir de phosphatidylcholifie de soja
Dans notre cas, en évaporant 80 wt% du solvant, on obtient une dispersion dont les particules
peuvent étre divisées en 3 tailles (20, 130 et 500 nm), mais la population la plus importante
est centrée sur 130 nm (Figure V-25).

Enfin, le volume d’eau a été ajustée afin d’obtenir une concentration de 3,45 wt% de P123
qui correspond a la concentration optimale pour préparer des matériaux meso-macroporeux
organisés selon une symétrie hexagonale.

135 nm

540 nm

Intensité (u.a.)

21 nm

T T
10 100 1000
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Figure V-25 - Analyse par DLS d’une préparation a base de SLN

164



Chapitre V : Bioréacteurs méso-macroporeux

2. Matériaux

a. Minéralisation du systeme « double émulsion »

La minéralisation des doubles émulsions a été réalisée par un procédé sol-gel en utilisant le
TMOS comme source de silice. Le but est d'obtenir un matériau a porosité hiérarchisée avec
un réseau de mésopores organisés. Le rapport molaire Tensioactif(TA)/TMOS, facteur qui
influence la structuration des matériaux, a été varié entre 0,008 et 0,040.

Les matériaux obtenus aprés minéralisation des doubles émulsions KfDE} sont
caractérisés afin de connaitre leurs propriétés structurales et texturales. La Figure V-26
présente les diffractogrammes SAXS des matériaux MDE en fonction de la quantité de silice

ajoutée.

1713 nm 17,3 nm

Intensité (u.a.)

05 10 15 20 05 10 15 20
q (') g (nnt')
Figure V-26 - Diffractogrammes SAXS des matériaux MDE

Pour le rapport molaire TA/TMOS de 0,008, I'organisation des canaux est vermiforme. En
effet, sur le diffractogramme correspondant, on peut observer deux pics larges de faible
intensité. En augmentant le rapport TA/TMOS, les raies de diffraction s’affinent et
s'intensifient, alors que le rapport entre le premier et le deuxiéme pic reste inck@ngé (
L’arrangement hexagonal des canaux est donc de plus en plus marqué. Les matériaux
préparés avec un rapport molaire TA/TMOS compris entre 0,014 et 0,020 semblent également
avoir cette structuration car leurs diffractogrammes sont quasi identiques. Pour des rapports
supérieurs a 0,020, les raies s’élargissent, montrant ainsi une diminution du degré de
structuration. La variation de la quantité de précurseur de silice influence également la
distance entre les plans (100). Pour R = 0,008, cette distance est de 19,6 nm alors, que pour un
matériau préparé avec un R = 0,018, elle vaut 17,3 nm. Ainsi, le parametre de maille de ce
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matériau (R = 0,018) est égal a 19,9 nm, lequel est supérieur a celui d’un matériau
mésoporeux type SBA-15q¢& 11,3 nm).

L’ajout d’'une quantité trop importante de TMOS conduit a la formation d’'une phase silicique
amorphe. Le réseau hexagonal est donc dilué dans une matrice de silice non structurée (voir
matériau avec un rapport R=0,020) et disparait complétement lorsque le rapport atteint 0,040.
Pour la suite de ce travail, nous avons donc choisi de synthétiser les matériaux MDE avec un
rapport molaire TA/TMOS égal @018, une concentration en P123 de 3,45% et le traitement

hydrothermal est effectué a 50°C pendant 24 heures.

La Figure V-27 présente les résultats des analyses par sorption d’'azote pour les matériaux
MDE synthétisés avec un rapport molaire TA/TMOS égal a 0,008, 0,018 et 0,030.
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Figure V-27 - Isothermes d'adsorption d'azote et distributions de la taille des pores pour les

matériaux MDE a différents rapports molaires TA/TMOS

L’'absence de paliers aux pressions relatives proche de 1 peut correspondre a la présence de
macropores ou a une porosité interparticulaire. L’augmentation du rapport molaire
TA/TMOS de 0,008 a 0,018 a permis d’agrandir la taille des pores de 11,7 a 12,4 nm.
Toutefois, pour un matériau synthétisé avec R = 0,030, le diamétre des pores ainsi que
l'intensité de la valeur dV/dD diminuent car I'excés de TMOS conduit a la dilution de la
meésostructure dans la matrice silicatée qui est amorphe. Les volumes poreux augmentent de
0,7 & 1,2 crilg avec les rapports TA/TMOS de 0,008 & 0,030. Cette variation peut étre liée a

la diminution du degré de structuration observée par SAXS. Les caractéristiques de ces trois

matériaux sont regroupées dans le Tableau V-5.
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Chapitre V : Bioréacteurs méso-macroporeux

Tableau V-5 — Données déterminées par adsorption-désorption d’azote pour les matériaux MDE

Matériaux Structure d, (nm)  Sger (M?/g) V, (cnt/g)
Matériau préparé avec R = 0,008 Vermiforme 6,5 960 0,7
Matériau préparé avec R = 0,018 Hexagonale 12,4 799 0,91
Matériau préparé avec R = 0,030 - 11,7 1210 1,21

Le matériau MDE préparé avec R = 0,018 a été analysé par porosimétrie a mercure afin de

déterminer le diametre des macropores présents dans la matrice.

5um

30 um

dv/d(log D)

13 nm

Diameétre (um

Figure V-28 - Distribution de la taille des pores obtenue par porosimétrie a mercure avec le

matériau MDE préparé avec R = 0,018

Cette analyse a confirmé la présence de macropores dans le matériau. En effet, deux pics
distincts sont attribués aux macropores (5 et 30 um). Le pic large centr@usupdurrait
correspondre a lI'empreinte de la des gouttelettes d’eau dans I'huile alors que cglun a 30
pourrait étre associé a la porosité interparticulaire. Toute méme, on note que la taille des
macropores est supérieure a celle des gouttelettes de la double émulsion (30 pm),
probablement due aux phénoménes de coalescence qui ont pu se produire lors de la synthése
du matériau. La large distribution du pic correspondant aux macropores (200 nm a 10um)
montre que le matériau est hétérogéne en taille de pores. Les mesures par intrusion de
mercure mettent également en évidence la présence de mésopores dont la taille, de 13 nm,
correspond parfaitement a la taille des mésopores obtenues par des mesures de sorption

d'azote (12,4 nm).

L'observation du matériau MDE (R = 0,018) par microscopie électronique a balayage et a
transmission a permis de visualiser la morphologie du matériau ainsi que sa porosité (Figure

V-29 A, B et C). On observe notamment des pores de taille allant de 100 nm a 1 um, qui
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pourraientt correspondre a I'empreinte des gouttelettes d’eau dans I'huile. De plus, les clichés

MET confirment ['organisation hexagonale des mésopores (Figure V-29D, E), dont la taille

est en parfait accord avec les valeurs obtenues par les mesures de sorption d'azote.

Figure V-29 - Images MEB (A, B, C) et MET (D, E) du matériau MDE synthétisé avec R = 0,018

b. Minéralisation du systeme a base de SLN

Pour préparer les matériaux silicatés a partir de SLN (fd&sN), nous avons pris les
conditions expérimentales établies lors de la minéralisation des matériaux a partir des doubles
émulsions, c'est-a-dire, un rapport molaire TA/TMOS de 0,018 et un traitement hydrothermal
de 50°C pendant 24 heures. Le tensioactif a été éliminé par un lavage abondant a I'eau (cf.
chapitre 2). Le matériau a été analysé par SAXS, sorption d’azote, porosimétrie a mercure et
microscopie électronique a transmission. Le diffractogramme SAXS du matériau MSLN est

présenté en Figure V-30.
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Chapitre V : Bioréacteurs méso-macroporeux

11,9 nm
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Figure V-30 - Diffractogramme du matériau MSLN

Le matériau est de type HMS (Hybrid Mesoporous Structure), c'est-a-dire, qu’il est composé
de zones organisees de type hexagonal et non organisées, de type vermiforme. En comparant
avec le matériau MDE, on constate que la distance entre les plans (100) est plus faible
(11,9 nm) contre 17,3 nm pour le matériau MDE. L'isotherme d’adsorption d’azote présentée
en Figure V-31 montre que, pour des pressions relativggppdphes de 1, on observe une

forte hausse du volume d’azote adsorbée, ce qui caractérise soit la présence de macropores
dans la matrice, soit une porosité interparticulaire. La distribution de la taille des pores met en
évidence des mésopores d’'un diametre de 8,4 nm. Cette taille de pore est proche de celle d'un

matériau mésoporeux type SBA-15 (8,7 nm).
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Figure V-31 - Isotherme d'adsorption-désorption d'azote et distribution de la taille des pores du
matériau MSLN

La présence de macropores a été confirmée par des mesures de porosimétrie a mercure
(Figure V-32).
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Figure V-32 - Distribution de la taille des pores du matériau MSLN réalisée par porosimétrie a

mercure

On observe 3 distributions larges des pores centrée sur 10 nm, 600 nm et 15 pm. Les pores de
taille nanométrique peuvent étre attribués aux empreintes des SLN, alors que les pores de

tailles micrométriques doivent correspondre a une porosimétrie interparticulaire.

La microscopie électronique a transmission a permis de visualiser la morphologie et la
structuration des matériaux MSLN. Sur la Figure V-33A, on peut observer I'organisation
hexagonale des mésopores. La taille des mésopores correspond au diamétre déterminé par
sorption d’azote. Sur I'image B, on distingue des pores d’environ 130 nm qui peuvent
correspondre aux particules de SLN utilisées comme empreinte. L'image C montre des pores

de 600 nm qui peuvent également étre attribués a des SLN. Le Tableau V-6 regroupe les

caractéristiques du matériau MSLN.

it

Figure V-33 - Micrographies MET du matériau MSLN

Tableau V-6 - Caractéristiques du matériau MSLN
Support 2 (nm)  Sger (MP/g) v, (cntig)  dp (nm)
Matériau MSLN 13,7 878 0,68 8,4
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Chapitre V : Bioréacteurs méso-macroporeux

3. Réaction de transestérification
Des bioréacteurs méso-macroporeux ont été synthétisés a partir de doubles émulsions et de
SLN pour cela, la lipas®im-L a été solubilisée dans la solution tampon TRIS a pH 6 laquelle
constitue la phase aqueuse de I'émulsion inverse. La solution enzymatique a une
concentration de 50 mg/mL choisie de fagon arbitrairement. Le bioréacteur préparé a partir de
la double émulsion a été appelé MmL-MDE et celui préparé a partir de SLN, MmL-MSLN.

Intensité (u.a.)

MmL-MDE

MmL-MSLN

05 10 15 20 25
q ()
Figure V-34 - Diffractogrammes des matériaux MmL-MDE et MmL-MSLN

En comparant les diffractogrammes SAXS des matériaux contenant ou non I'enzyme (Figure
V-34, Figure V-26 et Figure V-30), on observe que I'ajout de I'enzyme ne modifie pas
sensiblement la structuration des matériaux mais le degré de structuration est plus faible car
les raies de diffraction sont moins intenses sur le diffractogramme d’'un matériau ne contenant
pas d’enzyme par rapport a un diffractogramme d’un matériau contenant I'enzyme.

La quantité théorigue maximale de lipase encapsulée dans la matrice a été e3jirhderm

de lipase/mg de support silicaté, ce qui est 8 fois inférieure au taux d'encapsulation de la
lipase par physisorption dans le SBA-15. Cette quantité est étroitement liée a la quantité
d'enzyme introduite dans I'’émulsion inverse initiale et peut donc étre facilement ajustable.
Enfin, le bioréacteur MML-MSLN a été testé en réalisant la méthanolyse de I'huile de colza.
La réaction a été réalisée dans un solvant organique, I'hexane, connu pour conduire a des
rendements élevés en esters méthyliduippiquement, le milieu réactionnel, hétérogéne, est
constitué de 10 mL d’hexane, 100 pL d’huile de colza (1 €g.), 13 pL de méthanol (3 €q.) et

100 mg de catalyseur supporté. Le systeme est maintenu sous agitation a 300 tours/minute et a
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une température de 25°C. Des prélevements de 100 pL sont effectués a intervalles de temps

réguliers pour suivre I'avancement de la réaction.
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Figure V-35 - Rendement en esters méthyliques en fonction du temps des 3 bioréacteurs

Pour chacun des bioréacteurs méso-macroporeux MmL-MDE et MmML-MSLN, la conversion
totale du méthanol est atteinte au bout de 48 heures (Figure V-35). On observe une légere
augmentation de la vitesse initiale de la réaction catalysée par MmML-MDE par rapport a
MmL-MSLN. Toutefois, la vitesse initiale reste inférieure a celle de la réaction catalysée par
'enzyme physisorbée sur un support mésoporeux type SBA-15. En effet, ce matériau dont la
synthese a été décrite dans le chapitre 2, a aussi été testé en utilisant les mémes conditions
opératoires que celles utilisées pour les bioréacteurs méso-macroporeux (MmL-MDE et
MmL-MSLN). Le résultat montre que les performances catalytiques du matériau MmL-SBA-

15 restent supérieures a celles des matériaux ou I'enzyme a été immobilisée pendant la

synthese du matériau (Tableau V-7).

Tableau V-7 - Récapitulatif des vitesses initiales des trois bioréacteurs (MmL-SBA-15, MmL-
MSLN et MmL-MDE)

Bioréacteur Réaction Consommation de MeOH Formation des esters méthyliques
Quantlte Température y|_t<_esse Vitesse initiale y|_t<_esse Vitesse initiale
Support d'enzyme °C) initiale (umol/h/m ) initiale (umol/h/m )
(mg) (umol/h) H G-t (umolhy M Grm-L
MmL-SBA-15 42 25 74,5 1,78 69,3 1,65
MmL-MSLN 54 25 6,4 1,19 59 1,09
MmL-MDE 54 25 9,4 1,74 8,7 1,61
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Chapitre V : Bioréacteurs méso-macroporeux

Les propriétés catalytiques des matériaux préparés a partir de doubles émulsions, de SLN et
du matériau mésoporeux SBA-15 dépendent, d'une part de la quantité d’enzyme présente
dans les supports et d’autre part, du type d'immobilisation. L'enzyme est physisorbée au
matériau SBA-15 alors qu’elle est encapsulée lors de la synthese des matériaux MDE et
MSLN. La présence de macropores dans le matériau peut avoir un effet négatif sur le
rendement et l'activité de I'enzyme. Dans le cas de I'encapsulation de I'enzyme, dés la
premiere étape de synthése du matériau, les différents traitements peuvent également
dénaturés I'enzyme et donc étre a l'origine de la différence d’activité catalytique. Cependant,
le taux d'immobilisation pour le matériau SBA-15 est de 0,4gM@M0vateriau SOIt presque

8 fois supérieur au taux d’immobilisation pour les supports préparés a partir de SLN ou de
doubles émulsions (0,054 mg/mg). Ainsi, en considérant les rendements atteints par ces
bioréacteurs et les taux de lipase immobilisée, les bioréacteurs MmML-MSLN et MmL-MDE
sont plus efficaces car leur « turnover number » est largement supérieur a celui du bioréacteur
correspondant au matériau SBA-15. La Figure V-36 présente I'évolution du turnover number
en fonction du temps.
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Figure V-36 - "Turnover number" des trois types de bioréacteurs (MmL-SBA-15, MmL-MSLN
et MmL-MDE)

Enfin, en termes de réutilisation du support catalytique, on note qu'a partir d&la 3
utilisation, le rendement de la réaction est inférieur a 10% avec les matériaux préparées a partir
de doubles émulsions et de SLN (Figure V-37). La déstructuration du matériau peut étre la
cause de ce mauvais résultat (Figure V-38).
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Figure V-37 - Recyclage des bioréacteurs MmL-MSLN et MmL-MDE

En effet, en présence d’hexane, la silice mésoporeuse peut se gonflée par I'nexane et donner

un gel.

La Figure V-38 présente les diffractogrammes des deux bioréacteurs avant et aprées utilisation.

On constate une dégradation progressive pour le matériau MDE et plus direct pour le matériau

MSLN.
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Chapitre V : Bioréacteurs méso-macroporeux
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Figure V-39 - Isothermes d'adsorption d'azote et distribution de la taille des pores du

bioréacteur MmL-MSLN apres 1, 2 et 6 réactions
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Figure V-40 - Isothermes d'adsorption d'azote et distribution de la taille des pores du

bioréacteur MmL-MDE aprés 1, 2 et 6 réactions

Les analyses par adsorption-désorption d’azote montrent également la dégradation des
matrices (Figure V-39 et Figure V-40). La surface spécifique passe de 3§@& m0 /g

pour les deux matrices alors que les volumes poreux sont divisés par 10. Les isothermes
d’adsorption sont alors caractéristiques d’un matériau macroporeux. Les distributions de la
taille des pores mettent également en évidence I'effondrement des matrices aprés utilisation
car les valeurs de dVv/dD sont faibles et ne permettent pas de montrer I'existence de

mésopores.

En résumé de cette deuxiéme partie de chapitre, nous avons optimisé la synthese de matériaux
meéso-macroporeux a partir, soit d’'une double émulsion, soit de nanoparticules lipidiques
solides. Nous avons réussi a obtenir un réseau mésoporeux organisé pour les deux types de
matériaux meéso-macroporeux. Cela a été réalisé dans le but d’encapsuler la biomolécule
pendant la synthése du matériau ainsi de développer une méthode d'immobilisation directe.

Nous avons étudié la faisabilité de la réaction de transestérification catalysée par ce type de
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bioréacteur. Les résultats ont montré que l'activité catalytique de la lipase est conservée
malgré les différentes étapes inhérentes a la synthése du matériau (préparation des doubles
émulsions et SLN, traitement hydrothermal, extraction du tensioactif). La méthanolyse de
huile de colza est complete apres 48 heures en utilisant un solvant (hexane). En
comparaison avec une réaction effectuée dans les mémes conditions (c'est-a-dire avec hexane)
en utilisant le matériau SBA-15, ce temps est plus long. En effet, 100% du rendement avec le
matériau type SBA-15 est atteint apres seulement une vingtaine d’heures de réaction. La
liaison entre 'enzyme et le support peut également jouer un rdle. La réutilisation de ces
bioréacteurs a été examinée et le méme catalyseur peut étre réutilisés 6 fois avant que ses
performances catalytiques ne soit quasi-nulles.

Une optimisation des conditions de synthése devrait permettre de maintenir I'organisation du

matériau apres utilisation et peut étre optimisé le recyclage du bioréacteur.

C. Résumé

Ce cinquieme chapitre a été consacrée a la préparation de matériaux silicatés meéso-
macroporeux pour immobiliser la lipaddm-L. La présence de macropores a permis
d’augmenter la capacité d’'adsorption de I'enzyme (1,1 mg/mg) par rapport a un matériau
exclusivement mésoporeux (0,5 mg/mg). Les performances catalytigues de ce type de
bioréacteur ont été investiguées. Malheureusement, I'activité de la lipase est plus faible que
dans le cas d’'un matériau type SBA-15, le rendement maximal en esters méthyliques étant
atteint apres 72 heures de réaction contre 30 heures pour le bioréacteur mésoporeux. Pour ce
qgui concerne le recyclage, ce systéme n'a pas permis d’améliorer 'efficacité, seules 2
utilisations sont envisageables. La désorption de I'enzyme est mise en cause.

En complément, nous avons exploré la méthode d’encapsulation directe de I'enzyme dans la
matrice. Pour cela, des matériaux silicatés ont été préparés a partir de doubles émulsions ou de
SLN dans lesquelles la lipase a été introduite. Les conditions de synthese ont été recherchées
afin d’organiser le réseau mésoporeux constituant les murs des macropores. Les bioréacteurs
ainsi synthétisés ont été testés en convertissant I'huile de colza en esters méthyliques en
présence d'un solvant organique, I'hexane. En 48 heures, la réaction est totale. Enfin, un
rendement notable est encore obtenu aprés 5 utilisations de ces bioréacteurs MmL-MDE et
MmL-MSLN.
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Conclusions génerales

L'objectif principal de ce travail était de proposer des bioréacteurs enzymatiques pour
produire des esters méthyliques par transestérification de I'huile de colza en présence de
méthanol. La premiere partie de I'étude a consisté a immobiliser par physisorption la lipase
Mucor mieheisur des types de silices mésoporeuses organisées ayant des spécificités
texturales différentes, le matériau SBA-15 et un matériau préparé a partir de tensioactifs non
ioniques fluorés (MMF). Nous avons démontré que ces caractéristiques jouent un réle
important vis-a-vis de l'adsorption de I'enzyme. En effet, le matériau MMF dont les pores ont
un diameétre inférieur a celui du matériau SBA-15 (respectivement 5,7 nm et 9 nm) adsorbe
une quantité assez faible de lipase. Le phénoméne d'adsorption, mis en évidence par
spectroscopie infrarouge, est aussi gouverné par le pH de la solution enzymatique dans
laquelle est plongé le matériau, en relation avec les points isoélectriques du matériau et de la
lipase Mm-L. Aprés immobilisation de I'enzyme, le bioréacteur SBA-15 a donc catalysé la
réaction de méthanolyse de I'huile de colza sans solvant, seul le matériau SBA-15 a été
considéré, la structure du matériau MMF s’étant partiellement effondrée. Apres une premiere
phase exploratoire conduisant a des rendements de l'ordre de 80%, l'ajout d’eau ayant
amelioré les performances catalytiques, les conditions de la réaction ont été optimisées a
laide d'un plan d'expérience pour aboutir a un rendement de 100%. Cependant, les
conditions optimales de la réaction ont été obtenues en prenant un rapport molaire entre le
méthanol et I'huile égal a 1 (soit 3 fois inférieur a la stoechiométrie de la réaction) car le
méthanol a un effet inhibiteur sur I'enzyme. Pour obtenir une conversion compléte, nous
avons ajouté la quantité de méthanol correspondante en trois fois, tout en maintenant les
conditions optimales de la réaction. La capacité de recyclage du bioréacteur a également été
investiguée. Seules deux réutilisations ont permis d’obtenir un rendement supérieur ou égal a
50%. Le relargage de I'enzyme est la raison essentielle de cette perte d’activité apres trois
réutilisations, 52% d’enzyme ont été désorbées.

Le second volet du travail de these a été consacré a tester un bioréacteur dont 'enzyme a été
chimisorbée sur le matériau silicaté. Ainsi, la fonctionnalisation du matériau SBA-15 a été
entreprise en greffant la molécule 3-(triethoxysilyl)propyl isocyanate a sa surface et la lipase a

été ensuite liée de maniére covalente par formation d’'une liaison urée entre le support et la
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lipase. Le taux d’adsorption de la lipase, déterminé par spectroscopie UV, est dans ce cas,
plus faible que pour une lipase physisorbée. La diminution de la taille des pores due a la
fonctionnalisation du matériau réduit la capacité d’adsorption, mais aprés immobilisation, le
matériau est toujours organisé. Toutefois, ce bioréacteur est moins efficace que celui dont la
lipase est physisorbée. Cependant, ce bioréacteur a pu étre utilisé dans 6 réactions de
transestérification successives et dans la derniére réaction, sa capacité catalytique est encore
de 40%. La chimisorption de I'enzyme par liaison covalente permet de mieux recycler le
bioréacteur, ce qui n'empéche que I'activité enzymatique diminue pour d’autres raisons, telle

gue I'oxydation de I'enzyme ou encore l'inhibition de I'enzyme due au glycérol.

Dans le dernier chapitre sont décrits les résultats avec des bioréacteurs dont le support est
méso-macroporeux. Tout d’abord, des émulsions fluorées ont été considérées et des matériaux
constitués de pores d’environ 5 um dont les murs sont formés par un réseau mésoporeux
hexagonal ont été préparés. Ces matériaux ont été utilisés comme support pour physisorber la
lipase. La présence de macropores a permis d'accroitre considérablement le taux
d'immobilisation (1,1 Mm@m../Mgnawria). Par contre, avec ce systéme, le rendement de la
réaction de transestérification peut étre maximal a condition d’attendre 72 heures de réaction.
En termes de recyclage du catalyseur, il est limité a 2 utilisations. Nous avons montré que le
taux de désorption de I'enzyme est important.

Une troisieme méthode dimmobilisation de la lipase a été investie. Il s’agit de
'encapsulation directe de I'enzyme pendant la synthese du matériau méso-macroporeux,
lequel a été préparé a partir d’'une double émulsion (E/H/E) et la lipase a été introduite dans la
phase aqueuse de I'émulsion inverse. Lorsque le limonéne qui constitue avec le NHP la phase
huile est évaporé, la taille des gouttelettes huileuses est réduite et engendre I'obtention de
SLN. La minéralisation de ces systemes a permis d’obtenir des matériaux dont le réseau
mésoporeux est organisé selon une symétrie hexagonale. L’encapsulation directe conduit a un
taux d'immobilisation de la lipase de 0,054 yiR@/MQ0naterias SOIt prés de 10 fois inférieur

aux bioréacteurs SBA-15. L’activité catalytique des bioréacteurs a été évauaaéaction

de transestérification effectuée cette fois dans un solvant organique (I'hexane). Malgré la
faible quantité de lipase encapsulée dans la matrice méso-macroporeuse, 100% de 'huile a été
convertie en esters méthyliques en 48 heures. A titre de comparaison, une réaction dans des
conditions identiques a été réalisée avec le bioréacteur de type SBA-15. Le méme taux de
conversion de 100% est atteint, mais en un temps plus court, seulement 20 heures. Cependant,

les bioréacteurs MmML-MSLN et MmL-MDE sont plus efficaces au regard des turnover
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Conclusion

numbers. Ces mémes bioréacteurs peuvent étre réutilisés mais leur activité catalytique ne
cesse de décroitre au fur et a mesure des cycles successifs, pour atteindre une activité quasi-

nulle aprés 6 utilisations.

En résumé, ce travail a permis de proposer plusieurs types de bioréacteurs capables de
catalyser une réaction de transestérification. Nous avons montré que chaque type de
bioréacteur possede des avantages et des inconvénients. Le bioréacteur méso-macroporeux sur
lequel la lipase est physisorbée parait étre le catalyseur le moins efficace du point de vue de la
cinétique de la réaction et de son recyclage. Selon les mémes criteres, le bioréacteur
exclusivement mésoporeux dans lequel la lipase a été chimisorbée semble étre le plus

prometteur.
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Perspectives

Avant d’envisager I'utilisation des systemes élaborés dans ce travail pour la production de
biodiesel, il est nécessaire d’améliorer la capacité de réutilisation des bioréacteurs. Nous
avons mis en évidence que la désorption de I'enzyme entrainait la baisse de I'activité
catalytiqgue, mais on doit également s’intéresser aux autres phénomenes qui limitent la durée
de vie du bioréacteur, en particulier la formation de produits oxydants. Pour réduire cette
pollution, une molécule anti-oxydante pourrait étre ajoutée au mélange réactionnel.
Dans notre travail, les réactions de transestérification ont été réalisées pour I'essentiel sans
solvant, mais en ajoutant de l'eau afin d'améliorer les performances catalytiques du
bioréacteur. Toutefois, I'inconvénient lié a la présence du méthanol vis-a-vis de I'enzyme
pourrait étre remplacé par un solvant tel queeld-butanol qui posséde un effet moins
inhibiteur.
Les supports méso-macroporeux ont des potentialités et doivent étre améliorés grace a la
présence des macropores. La fonctionnalisation de ce type de matrice pourrait s’avérer plus
efficace pour accueillir 'enzyme en comparaison avec les supports exclusivement
meésoporeux, étant donné que l'espace disponible est plus important. La chimisorption de
'enzyme présente l'avantage d’améliorer le recyclage du catalyseur. Ces supports méso-
macroporeux pourrait également étre utilisé dans le cadre de réactions de transestérification
en flux continu, la présence de macropores faciliteraient la diffusion du substrat.
Les bioréacteurs MmML-MDE et MmL-MSLN élaborés respectivement a partir de doubles
emulsions et de SLN doivent étre optimisés pour éviter la dégradation de la charpente
silicatée au terme de structuration. De plus, 'augmentation du taux d’encapsulation de
'enzyme permettrait d’accélérer la cinétique.
En référence a des nouveaux concepts décrits dans la littérature, on a imaginé rendre
magneétique les matériaux préparés a partir des doubles émulsions. Ainsi, des particules de
magnétite préparées selon le protocole de Gingiaall seraient incorporées dans I'’émulsion
inverse. L'utilisation d'un tel matériau, comme support dimmobilisation de I'enzyme,
permettrait de récupérer plus facilement le bioréacteur apreés réaction. Cette idée a été
explorée et des résultats intéressants ont été obtenus. Une double émulsion préparée avec une
solution de magnétite, dont la concentration a été ajustée, a été mise en contact avec la source
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de silice TMOS. Les conditions de synthése sont identiques a celles utilisées pour préparer les
matériaux MDE et MSLN, (rapport molaire TA/TMOS : 0,018). La seule modification est

relative au traitement hydrothermal qui a été optimisé et en choisissant une température de
120°C pendant 24 heures, le spectre SAXS présente 3 raies qui sont révélatrices d'un
arrangement hexagonal imparfait (Figure 1). Des macropores de quelques micromeétres ont
également été mis en évidence au MET. L’exploitation de ce systeme pourrait étre poursuivie

en examinant en premier les propriétés magnétiques du matériau pour valider son utilisation.
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Figure 1 - Diffractogrammes SAXS des matériaux MDE magnétique en fonction de la
température du traitement hydrothermal et image MET du matériau synthétisé a 120°C

! D. Gingasu, I. Mindru, L.A. Patron J. M. Calderon-Moreno, L. Diamandescu, F. Tuna, T. Ppescu
Investigation of magnetite formation in the presence of hydrazine dihydrochlddigest Journal of
Nanomaterials and Biostructurea)11, 6, 1065-1072
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Résumé :

Ce travail a consisté a préparer des catalyseurs en immobilisant laMipese mieheidans

des matériaux silicatés poreux pour la production de biodiesel a partir d’huiles végétales. Pour
développer cette étude, plusieurs systémes a base de tensioactifs ont été utilisés afin de
synthétiser des matériaux silicatés a porosité contrélée en empruntant des protocoles décrits
dans la littérature ou mis au point au laboratoire. Le point commun de ces matériaux, qu’ils
soient mésoporeux ou méso-macroporeux est l'organisation hexagonale de leurs mésopores.
Les matériaux méso-macroporeux ont été préparés a partir d'émulsions huile dans eau (H/E)
et a partir de doubles émulsions (E/H/E) ou encore de nanoparticules solides lipidiques (SLN).
Ces difféerentes matrices ont servi de support pour I'immobilisation de la lipase. Ainsi,
plusieurs méthodes ont été investiguées. Premierement, la lipase a été fixée au support par
physisorption en immergeant le matériau dans une solution enzymatique. Deuxiemement, la
lipase a été liee de fagon covalente a la matrice par des liaisons urée. Pour cela, le matériau a
du étre fonctionnalisé aprés sa synthése. Enfin, I'encapsulation de I'enzyme a été effectuée
uniquement avec les supports préparés a partir de doubles émulsions et de SLN. L'ensemble
de ces bioréacteurs a été testé en effectuant une réaction de transestérification de I'huile de
colza en présence de méthanol. Les conditions de cette méthanolyse ont été optimisées a
I'aide d’'un plan d’expériences.

Mots clés : biodiesel, matériaux mésoporeux, matériaux méso-macroporeux, lipase,
immobilisation, plan d’expériences, catalyse

Abstract :

This work was to prepare catalysts by immobilizing Mucor miehei lipase into silicate porous
materials for the biodiesel production from vegetable oils. To develop this study, several
systems based on surfactants were used to synthesize silicate materials with controlled
porosity by taking protocols described in the literature or developed in the laboratory. The
common point of these materials, whether mesoporous or meso-macroporous, is a hexagonal
organization of their mesopores. Meso-macroporous materials were prepared from oil-in-
water emulsions (O/W) and from double emulsions (W/O/W) or from solid lipid nanoparticles
(SLN). These different materials served as a matrix for immobilization of the lipase. Several
methods of immobilization were investigated. Firstly, the lipase was fixed into support by
physisorption by immersing material in an enzymatic solution. Secondly, the lipase was
linked covalently to matrix with urea bonds. In our case, the material had to be functionalized
after this synthesis. Finally, the encapsulation method of the enzyme was carried out only
with materials prepared form double emulsions and SLN. All bioreactors were tested by
performing a transesterification reaction with methanol. The conditions of this methanolysis
were optimized with an experimental design.

Keywords: biodiesel, mesoporous materials, meso-macroporous materials, lipase,
immobilization, experimental design, catalysis
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