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Introduction

Les corps gras alimentaires, un des éléments essentiels de notre alimentation, comprennent
les huiles et graisses d’origine végétale ou animale, les beurres et les margarines (Uzzan, 1980).

Ils jouent un réle nutritionnel, grace a ’apport énergétique d’acides gras essentiels et de
vitamines liposolubles, et un réle organoleptique par leur contribution a la texture et a la stabilité des
aliments ainsi que par leurs emplois culinaires (Cheftel et Cheftel, 1977).

Les huiles végétales brutes contiennent un certain nombre de constituants mineurs et méme
de contaminants qu’il faut éliminer (Gibon et Tirtiaux, 1998). Une technologie récente appelée «
raffinage » a été mise en ceuvre (Denise, 1992) afin de fournir au consommateur un produit d’aspect

engageant, au golt neutre et résistant a 1’oxydation (Gibon et Tirtiaux, 1998).

Le raffinage est I’ensemble des opérations qui servent a transformer 1’huile brute en un produit

comestible en éliminant les impuretés qui la rendent impropre a la consommation en 1’état.

Les procédés de raffinage des huiles alimentaires ont pour objectif principale de retirer les
impuretés (acides gras libres, matiéres en suspension, cire, pigments, traces de pesticides et d'oligo-
métaux, etc.) qui nuisent a la qualité de I'huile (goQt, odeur, apparence, stabilité) sans pour autant
altérer les triglycérides et avec une perte aussi minime que possible.

Le degommage ou démucilagination est la premiére étape du raffinage des huiles, qui consiste
a éliminer les phospholipides communément appelés phosphatides ou gommes, leur présence
engendre des difficultés dans les étapes ultérieures du raffinage et donnent a 1’huile un aspect peu

engageant.

A cet effet, deux méthodes ; chimique et enzymatique ont été développées afin d’éliminer ces
impuretés présentes dans 1’huile brute. Le premier qui est chimique s’effectue avec 1’acide
phosphorique comme agent démucilaginant et le deuxiéme est enzymatique utilisant I’acide citrique

couplé a I’enzyme.

L’objectif de notre travail est d’effectuer une étude comparative des procédés du raffinage

chimique et enzymatique de I’huile de soja.

Notre étude au niveau du complexe de production CO.G.B « La belle » nous a permis
d’assister aux opérations du raffinage chimique et enzymatique de 1’huile de soja.

Ce manuscrit se présente en trois chapitres :
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- Le premier chapitre est organisé en deux parties : dont la premiére sera consacrée aux généralités
sur les corps gras ainsi que la méthode d’extraction. Dans la seconde partie, nous allons étudier les
procedes de raffinage chimique et enzymatique de I’huile de soja, nous nous intéresserons plus en
détails au dégommage chimique et enzymatique. Et au deuxiéme chapitre nous décrivons les
différentes méthodes d’analyses effectuées sur I’huile de soja a la démucilagination.

- Le troisiéme chapitre est consacré aux résultats et discussions et on terminera par une conclusion.
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Chapitre I Généralités sur les corps gras et les procédés de raffinage de
I’huile de soja

Partie 1 : Généralités sur les corps gras

1.1.1.Définition et origine de soja

Le Soja (Glycine max), est une plante de la famille des légumineuses, sous famille des
« papilionoideae ». Le Soja est originaire de la Chine, et son utilisation par I’homme remonte
probablement aux alentours du XV®™ siécle avant Jésus Christ.

Ce n’est cependant qu’au cours du dernier si¢cle que le Soja s’est développé comme culture
au plan mondial, avec I’utilisation de cette graine en trituration industrielle aux USA d’abord, puis
en Europe et en Amérique du sud Le soja est cultivé principalement pour sa graine, qui a plusieurs
usages dans les secteurs alimentaires et non alimentaires (I’huile entre dans la fabrication de
peintures ou biodiesel, etc.(Debruyne , 2001).

La plante est annuelle, herbacée, dressée et peut atteindre une hauteur de 1,5 m. Le soja est
cultivé principalement pour sa graine, qui possede plusieurs usages dans les secteurs alimentaires et
industriels. Il constitue une des principales sources d'huile végétale comestible et de protéines

destinées a l'alimentation animale (Acia, 1996).

Figure 1 : Graines de soja.

1.1.2.Composition de la graine

Les graines de soja constituent une excellente source de protéines de haute valeur nutritive et
d’acide aminés. De plus le soja contient presque 20% en masse de lipides avec 1’huile de soja et les

phospholipides comme composants les plus importants, comme le montre le tableau 1.
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Généralités sur les corps gras et les procédés de raffinage de
I’huile de soja

Tableau 1 : Composition moyenne des graines de soja entiéres (1. Debruyne, 2001).

Composants Graines entiéres Graines décortiquées (%)
Séches (%)

Huile 18 20
Protéines 37 38
Cendres 5 5
Phospholipides 2 2
Humidité 11 9
Glucides 27 26

1.1.3. Extraction de I’huile de soja

1.1.3.1. Extraction par presses continues (extraction physique)

L’ensemble des traitements permettant 1’obtention de 1’huile des graines est dénommé la
trituration. Cette trituration comprend les étapes suivantes :
« Nettoyage : les graines de soja sont nettoyées par tamisage, ventilation et passage sur des électro-
aimants (Kindji, 2001).
« Broyage, laminage : Cette opération a pour but de réduire les graines entieres de fraction de
granulométrie optimale. Elle s’effectue sur des broyeurs lamineurs a cylindres lisses ou cannelés
(Pages, 2012).
 Chauffage : Se fait dans des chauffoirs a 80-90°C. Cette opération assure la préparation de la pate
en vue de faciliter la sortie de I’huile. De plus, ce traitement thermique favorise la destruction de
certaines substances thermolabiles qui sont dans la gaine et qui nuisent a la qualité de 1’huile et du
tourteau (Uzzan et al., 1980).
* Pression proprement dite : S’effectue dans des presses a vis en continu. Elle permet de séparer,

d’une part, I’huile et d’autre part, un résidu solide appelé tourteau (Alais et al., 2004).

1.1.3.2. Extraction par solvant (extraction chimique)

La premiére étape de ce procédé d’extraction consiste a transformer les gaines en flocons
placés dans un extracteur par percolation a écran de vapeur. Le solvant (I’hexane est le plus
couramment utilisé) est ensuite percolé a travers un « lit » de flocons de soja, de fagon a dissoudre
I’huile. Le mélange d’huile et de solvant (miscella) sort de la partie inférieure du lit a travers une
plaque perforée (trouée). L huile de soja brute est obtenue aprées élimination de I’hexane du miscella
(FAO, 1990).
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Généralités sur les corps gras et les procédés de raffinage de

I.1.4.Huile de soja

1.1.4.1.Définition

L’huile de soja est fluide et d’une couleur jaune plus ou moins foncée suivant la nature des
graines et les procédés d’extraction. Fraiche, elle a une saveur assez prononcée d’haricot qui

s’atténue peu a peu. Elle est riche en acides gras polyinsaturés et notamment en acide gras essentiel

alpha-linoléique. Elle est recommandée pour les assaisonnements) (J.F.Platon, 1988).

1.1.4.2.Composition de I’huile de soja

1.1.4.2.1.Parametres physiques et chimiques

Les principales constantes de 1’huile de soja sont données dans le tableau 2 :

Tableau 2 : Parameétre chimique et physique de 1’huile de soja (Pouzet, 1992).

Parameétres physiques et chimiques

Les unités des parameétres

D : Densité & 20°C
V2 : Viscosité a 20°C
np?®: indice de réfraction a 20°C
li : indice d’iode

Is : indice de saponification

0.921-0.924

53-58 (c.p)

1.473-1.477
125-0.924 (g d’I/100g d’huile)

188-195 (mg KOH/g d’huile)

1.1.4.2.2.Composition en acide gras

Les acides gras sont des chaines hydrocarbonées avec un groupement méthyle —CH3 a une
extrémité et un groupement carboxyle —COOH a ’autre extrémité. Les acides gras peuvent étre
saturés ou insaturés. La fonction carboxylique réagit avec les alcools et les amines pour former des

esters et des amides, c’est sous cette forme combinée qu’ils existent dans les aliments (Frenot et

Vierling, 2001).
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I’huile de soja

Tableau 3 : Composition en acide gras de 1’huile de soja (I. Debruyne, 2001).

Les Acides gras Les teneurs en(%o)
Acides gras Saturés 11-21
Acide palmitique C16:0 8-13
Acide stéarique C1s:0 3-6
Acides gras mono-insatures 17-27
Acide oléique Cis:1 17-26
Acides gras polyinsaturés 54-72
Acide linoléique C1s:2 50-62
Acide alpha-linolénique Cis:3 4-10

1.1.4.2.3.Phospholipides

Les phospholipides ou phosphatides sont des composés minoritaires que 1’on trouve dans
certaines huiles brutes.

Il s’agit de composés constitués d’une molécule de glycérol estérifiée en position une et
deux par des acides gras et en trois par un phosphate qui peut étre libre ou lié (Denise, 1998).
Ils se présentent dans 1’huile sous forme :
- Hydratables : ces formes contiennent un groupe fortement polaire, ce sont en particulier la
phosphatidylcholine (PC) et la phosphatidyléthanolamine(PE) et a des proportions respectivement
de 35% ,25% qui sont aisément éliminés.
- Non hydratables : ce sont les sels de calcium et de magnésium des acides phosphatidiques et des
phosphatidylinositols (15%).
Ces formes non hydratables peuvent reéagir avec des acides forts en donnant des sels monovalents et
des acides, elles deviennent alors hydratables et forment des composés insolubles dans 1’huile

(Platon, 1988).
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H,C—— Q== Q=R X=choline CHZ CH2 N+ (Cnga
HG=——0—CO—R’ ou éthanolamine —CHs—CH5;—NH,+
Iol ou inositole _OHOH

i P 0 X O
glycérol (LH
OH
OH

R et R'=Acides gras. x=Choline, Sérine, éthanolamine, Inositole, H

Figure 2 : Formules chimiques des trois principales phosphatides (Aboiron et Hameury, 2004).

1.1.4.2.4.Composition de I’huile en insaponifiables

Les insaponifiables sont des composés qui ne participent pas a la réaction de saponification ; ils sont
peu solubles dans 1’eau et solubles dans les solvants organiques (Poison et Narce, 2003).
- Représente 1.6% de I'huile brute est de 0.6 a 0.7% de I’huile raffinée. Elle se compose

essentiellement de stérols et de tocophérols.

Tableau 4 : Composition de I’insaponifiable de 1’huile de soja (Pouzet, 1992).

Huile de soja
Type d’insaponifiable Teneur (en mg/ 100g) de corps gras
Tocophérols 80 — 167
-Stérols : 250 - 418
Campastérol 19-23
Stigmastérol 17-19
[-Sisostérol -
B-Sitostérol 47-59
Teneur en hydrocarbure -
Teneur en alcool -
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Partie 2 : Raffinage des huiles végetales

1.2.1.Définition du raffinage des huiles végétales

Le raffinage est I’ensemble des opérations qui servent a transformer I’huile brute en un
produit comestible en éliminant les impuretés qui le rendent impropres a la consommation en 1’état.
En effet, les huiles contiennent de nombreux composés : certains sont trés utiles (vitamines,
insaponifiables, ...), d'autres sont nuisibles a leur qualité¢ (gommes, acides gras libres, pigments,

agents odorants, ...).

1.2.2.0Dbjectif du raffinage
L’objectif du raffinage de 1’huile brute de soja est :

- Fournir une huile répondant aux attentes du consommateur et de 1’industriel (Pages, 2012).

- Améliorer les caractéres organoleptiques et la stabilité des huiles, il rend 1’huile consommable et
commercialisable (Vierling, 2008).

- Débarrasser les huiles brutes son contenu en éléments mineurs non triglycéridiques
(Phospholipides, métaux, acides gras libres, savons, pigments, produits d’oxydation...) qui ont un
effet néfaste sur sa qualité en termes de stabilité oxydative.

- Il convient par ailleurs de ne pas endommager la fraction triglycéridique (polymérisation,
transisomérisation, etc.) Et de conserver un maximum de constituants reconnus comme bénéfiques

(tocophérols, tocotriénols, stérols, etc.) (Maes et al., 2005).
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Tableau 5 : Constituants indésirables dans les huiles « brutes » éliminés au cours du raffinage
(Pagés —Xatart-Parés, 2008).

Nature des Origine Inconvénients de

constituants leur présence

Acides gras libres | Constituants naturel libéré par | -Catalyseur d’oxydation
hydrolyse -Gout fumé a chaud

- Hydrolyse

-Instabilité organoleptique

Phospholipides | Constituants naturels -Aspect trouble
-Instabilité organoleptique
-Dép6bt, brunissement a chaud

Produits Auto-oxydation -Instabilité organoleptique
d’oxydation -Couleur
Flaveurs Auto-oxydation - Odeur et gout

Constituants naturels

Cires Constituants naturels -Aspect trouble

Pigments Constituants naturels - Couleur
-Instabilité organoleptique

Métaux (fer, Constituants naturels -Catalyseur d’oxydation
cuivre) Contamination
Contaminants Contamination -Santé
Metaux lourds -Hygiéne alimentaire
Pesticides
HAP

Mycotoxines
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1.2.3.Types du raffinage

On gros, on trouve essentiellement trois types de raffinage : raffinage chimique, physique,

enzymatique ; chacune d’eux a ces propres spécificités.

Nous, dans notre travaille, on se basera beaucoup plus sur le raffinage chimique et
enzymatique, plus précisément sur la premier étape de raffinage qui est le dégommage autrement

dite démucilagination.

1.2.3.1. Procédé de raffinage chimique
Le processus chimique le plus utilisé et le mieux connu est celui qui utilise la soude

caustique, ses différentes étapes sont (Rajkumar et al., 2010) :

= Dégommage
= Neutralisation
= Lavage

= Séchage

= Décoloration

= Désodorisation
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Figure 3 : Les étapes du raffinage chimique d’huile de soja au niveau de CO.G.B.
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1.2.3.1.1.Dégommage

1.3.1.1.1.1.Définition et objectifs

Ce processus est généralement considéré comme la premiére étape du raffinage de I’huile.
L’objectif de cette étape est d’¢éliminer les phospholipides ou gommes. L’élimination du phosphore,
est toujours importante et indispensable a réaliser (Juan R .Rodriguez Garrido, 1999 & Victoria
Ruiz Mendez, 1999).

La présence de phosphatides dans les huiles brutes entraine un certain nombre
d’inconvénients (J .Denise, 1992 & Enrique Graciani Constanté, 1999) :
Les composés phosphorés (phospholipides) en présence d’ecau, forment des précipités dits
« Mucilages » qu’il n’est pas possible d’admettre dans une huile livrée a la consommation.
De nombreux essais ont montré qu’une huile raffinée mal débarrassée de ses phospholipides
s’acidifie, s’oxyde et prend rapidement un gotit désagréable.
L’¢élimination incompléte des composés phosphorés, au cours de la neutralisation alcaline, crée
toute une série de difficultés ultérieures : émulsion (donc pertes anormales au lavage), formation de
mousses au séchage, désactivation de la terre décolorante et colmatage rapide des filtres, inhibition
de la décoloration thermique lors de la désodorisation.
Les phosphatides arrivants au désodorisant, vu les températures élevées de celui-ci, peuvent

provoquer ’apparition des composés sombres qui détériorent la qualité de I’huile.

1.2.3.1.1.2.Principe

Plusieurs procédés ont été développés pour améliorer le dégommage, par I’ajout de divers
réactifs destinés essentiellement a réguler le pH. La technique la plus couramment employée
consiste a disperser dans ’huile brute des acides comme I’acide phosphorique, citrique, acétique ou
oxalique...etc. (Ika Amalia Kartika, 2005).

Le dégommage consiste a éliminer une faible quantit¢ de produits dont 1’ensemble est
Désigné sous le nom « mucilage » et comprend surtout des phospholipides (phosphatides)
(hydratable PH et non hydratables PNH) (R. Francois, 1974).

La technique la plus utilisée est la dispersion dans I’huile brute chauffée a 60°C 1 a 3%
d’acide phosphorique, Aprés un brassage durant 20min, le mélange est chauffé & 80°C a 90°C et
recoit un ajout de 2 a 3% d’cau avant d’étre brassé a nouveau pendant 20min pour permettre
I’hydratation des phospholipides. Le mélange est refroidi jusqu’a 50°C pour insolubiliser les

phosphatides avant leur séparation par centrifugation (Denise, 1992).
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1.2.3.1.1.3.Mécanisme de dégommage

Les phosphatides s’adsorbent aux interfaces (huile-air), (huile-eau) en donnant des couches
condensées. L’ajout de 1’eau a une huile brute contenant des phosphatides hydratables, induit la
formation progressive d’un trouble a I’interface (huile-eau) qui sédimente. L’apparition de cette
nouvelle phase est due a la formation de feuillets moléculaires provenant de 1’association des
groupements polaires des phosphatides avec 1’eau (R. Francois, 1974).
Le mécanisme de cette réaction est le suivant (Benbouabdellah.S & Benkhoudja. N, 2001) :

0 0
| Il
CH,-0-C—R; CH,-0-C—R;
| o
I
CH-O-C-R, + HO — CH-O0-C-R;
‘ /O\\\ ‘ /OH OH
CH,-0-P=0 CH,-O0-P=0 |
~~
O- CH,- CHa- N (CHs)s O- CH,- CHa- N (CHs)s

Phosphatidylcholine

Les phosphatides non hydratables (PNH), sont composés en majeure partie de sels de
calcium et de magnésium des acides phosphatidiques .La présence de ces ions bivalents suggérent
la possibilité d’association entre deux molécules de phospholipides ou entre une molécule donnant
ainsi un complexe peu polaire, peu hydrophile et complétement liposoluble (R. Francois, 1974).
L’acide phosphorique décompose les sels de calcium et de magnésium des acides phosphatidiques
qui réduisent leur solubilité, comme conséquence, il se forme des précipités de phosphate de
calcium et de magnésium et libération d’acide phosphatidique (transformation des phospholipides

non hydratables en phospholipides hydratables (A.Dijkstra 1998).
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Le mécanisme de cette réaction est le suivant (Benbouabdellah.S & Benkhoudja. N, 2001) :

i i

CH-O-C—-R; CH-O0-C—-R;
| q -

[l Il

3 CH-0-C-R; + 2HsPO, —— 3 CH-0-C-R; +  Cas(POa);
‘ 0=~ ‘ e OH Phosphate
CHx- 0P = ?’—‘—’-, Ca (ou Mg) CHr 0P O de calcium
0 OH

Phosphatides de calcium Acide phosphatidique

1.2.3.1.2.Neutralisation

C’est I’étape la plus importante et la plus délicate ou s’effectue 1’élimination des acides gras
libres, qui risquent de donner a I’huile un golit désagréable. La neutralisation s’effectue le plus
souvent par addition de soude qui transforme les acides gras libres en savon que I’on sépare ensuit
par centrifugation en méme temps que les autres impuretés (J. Tremolieres et al, 1980, J. Denise,
1992).

La soude joue également un réle de décoloration partielle. La neutralisation par les bases
élimine les acides gras libres sous forme de savons appelés communément « pates de

neutralisation » suivant la réaction (J. Denise, 1992):
R-COOH + NaOH —>R-COONa + H2:0

Acide gras  Base Savon Eau
Cette étape doit s'effectuée dans des conditions respectant la concentration de la soude, car

un exces de NaOH peut saponifier I'huile neutre ce qui diminue le rendement.

1.2.3.1.3.Lavage
On effectue des lavages pour éliminer les traces de savon restantes dans 1’huile, ainsi que les
derniéres traces de métaux, de phospholipides et autres impuretés et ces lavages se font a I’eau

chaude (90°C & 95°C), et I’eau savonneuse est séparée par centrifugation (Denise, 1992).

1.2.3.1.4.Séchage
L’humidité présente dans 1’huile doit étre éliminée avant 1’opération de décoloration car elle peut
provoquer un colmatage rapide des filtres, surtout en présence des savons et inhibé la terre

décolorante.
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La technique de séchage est simple : I’huile sortant du séparateur centrifuge est pulvérisée dans un
sécheur relié¢ a un systéme de vide pour aspirer les vapeurs d’eaux. L’huile est préte a étre décolorée

(Denise, 1992).

1.2.3.1.5.Décoloration
Cette opération vise a éliminer les pigments (caroténoides et chlorophylle) et autres matiéres
colorantes dissous dans I’huile par voie physique uniquement. Cette opération se fait a I’aide de

terres décolorantes ou de charbons actifs (Denise, 1992).

1.2.3.1.6.Désodorisation

Derniére étape de raffinage, son but est essentiellement d’éliminer les flaveurs (aldéhydes,
cétones, peroxydes, alcools et des produits organiques contenus en faible quantité et pour la plupart
volatils) de I’huile afin qu’elle soit plate de gout et d’odeur, souhait du consommateur actuel. Elle
est effectuée a haute température (220 a 260°C) ; I’huile désodorisée doit présenter des
caractéristiques physiques et chimiques qui lui garantissent une stabilité suffisante dans le temps
(Denise, 1992).

1.2.3.2. Procédé de Raffinage enzymatique

1.2.3.2.1.Dégommage enzymatique
1.2.3.2.1.1.Définition

La méthode la plus récente pour dégommer les huiles végétales est le dégommage
enzymatique. Cette technique a été développée par lurgi au sujet du projet «kEnzymax process » (Ika
Amalia Kartika, 2005).Le procédé de dégommage enzymatique des huiles est une forme du
raffinage physique dans laquelle une phospholipase est employée pour convertir les phosphatides
non hydratables en leurs formes hydratable, insolubles dans I’huile, et séparer par centrifugation

continue (Yang et al, 2006).
1.2.3.2.1.2.0Dbjectifs

L’enzyme utilisée est une phospholipase A:; (Quara) qui est capable de convertir les
phospholipides non hydratables en lyso-phospholipides hydratable qui seront éliminés avec les
mucilages (Gibon et Tritiaux, 1998).

Selon le site d’action de I’enzyme on distingue cinq sous-classes de phospholipase :

A1, A (les plus utilisées), B, C et D (figure 4) (Minch, 2004) :

]
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PLA:

PLA2 CH2— \~ —Ri
\ Phosphollpase B

Rz—/C('— O —CH O
Phospholipase B @) CH;—O0—P—0—X
Phospholipase C ~ Phospholipase D

X = Hydrogene, choline, éthanolamine, serine, Inositole, etc.
Figure 4 : Les sites d'action des différents types de phospholipases (Munch, 2004).

Le procédé enzymatique se déroule en quatre étapes importantes, ici, seulement le concept
de base est récapitulé :
Ajustement des conditions optimales pour la réaction enzymatique ; pH et température.
Ajout de I’enzyme.
La réaction enzymatique pendant 4-6 heures.
La séparation des lyso-phosphatides de I'huile a environ 70°C.
A la fin du procédé, la teneur en phosphore est inférieure a 10 ppm (Yang et al, 2006 et Yang etal,
2008).

Les huiles obtenues a la suite de ce procédé de dégommage pour suivent un raffinage
physique. Elles sont ainsi envoyées directement a la section de décoloration sans passer par 1’étape
de neutralisation. En effet, 1I’élimination des AGL dans ce cas se fera par distillation sous vide au

cours de la désodorisation.
1.2.3.2.1.3.Principe

L'huile brute chauffée a 70°C est mélangée avec une solution de l'acide citrique puis
refroidie a 45-55°C et mélangée avec une solution de soude caustique.
L'huile contenant le tampon a I'acide citrique / soude caustique est mélangée avec l'eau 1 a 2% de la
quantité de I'enzyme) et I'enzyme dans un mélangeur puissant, I'importante force de cisaillement de
ce mélangeur permet d'obtenir une émulsion mécanique trés stable. Au sein de cette émulsion,

I'enzyme reéagit avec les phospholipides pour les transformer en lyso-phospholipides hydrosolubles.
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Une fois la réaction est terminée, aprés 4 a 6 heures a une température de 45 a 55°C, I'huile est

réchauffée a 70°C afin de désactiver I'enzyme puis séparer I'émulsion mécanique par centrifugation

et éliminer les mucilages pour produire une huile quasiment exempte de phosphore. (Strayer et al,

2006).

Chauffage a 70°C

Solution d’acide citrique Ajusté le
Solution NaOH pH entre
3.5-55

Enzyme/Eau haute cisaillement et mélange

|
|
|
omm—
=
-

Figure 5 : Les étapes du raffinage enzymatique (Lorenz.2012 ; Novozyme.2013).
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1.2.3.2.2.Généralités sur ’enzyme de quara

Quara est une enzyme de qualité alimentaire, a été mise au point par Novozymes et utilisée pour
la premiére fois en 2016. C’est une phospholipase de troisieme génération (A:) d'origine
Microbienne (Thermomyces lanuginosus/Fusarium oxysporum). Cette enzyme est produite par
fermentation submergée d'Aspergillus oryzae génétiquement modifiée. Elle possede un ester
carboxylique hydrolase capable de transformer les phospholipides non hydratables en lyso-

phospholipides hydratables (Fiche de données du produit : Quara).
1.2.3.2.2.1.Mode action de Quara

Quara (phospholipase A1) est une enzyme hydrolytique qui catalyse le déplacement du
groupe acyl de la position 1 du phospholipide pour former un lyso-phospholipides et un acide gras
libre. L’enzyme hydrolyse les phospholipides en libérant les acides gras dans la phase huileuse,
rendant ainsi la molécule plus hydrophile
Cette derniére est éliminée par centrifugation dans la phase aqueuse (Munch, 2004).

PLA: @)
N\, |
0] CH,—0O — C—R: O CH2,— OH
I | PLAL | |
R.—C—0—CH @) + HoO R, — C — O — CH O + HOOC—R:
| I | I
CH,—O0—P—0—X CH—0—P—0—X
| |
O O
Phospholipide 2-acyl-1-lysophospholipide

(Rn: Chaine d’acide gras ; X : H, Choline, éthanolamine)

Figure 6 : Mode action de Quara (PLA1).

]
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1.2.4.Etude comparative des deux procédés du raffinage

1.2.4.1.Comparaison

Tableau 6:Caracteristique du raffinage chimique et enzymatique (Karleskind et Denise ,1992 ;

Munch, 2004).

Caractéristique

Raffinage

Raffinage chimique

Raffinage enzymatique

Démucilagination

- Utilisation des solutions

chimiques telles que I’acide

phosphorique (HsPOa).

-Démucilagination avec des

enzymes « QUARA ».

Neutralisation

-Avec la soude caustique
(NaOH) (Creation des pates de

neutralisation (savons)).

-NaOH a 14%, une petite
quantité d’acide citrique.
-L’ajout de NaOH c’est pour

ajuster le pH pour I’enzyme.

-I’huile dégommée neutraliser

est séparée des savons et des

-I’huile dégommée est séparé de

dans 1’huile lavée.

Séparation I’enzyme et des mucilages par
autres impuretés. centrifugation.
-Avec de I’eau purifiée pour
éliminer les substances

Le lavage alcalines a I’aide des -Pas de lavage.

séparateurs.
-Utilisation d’un sécheur sous

Le séchage vide pour éliminer ’humidité /

® La différence entre le procédé chimique et enzymatique c’est que le premier utilise des

quantités importantes des substances chimiques (NaOH, H3POas.....), par contre
I’enzymatique fait appel a des phospholipase (enzyme), et malgré I’utilisation des produits

chimique mais en faibles quantités.
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1.2.4.2.Avantages et inconvénients du raffinage chimique et enzymatique

Le tableau 7 présente les avantages et les inconvénients du raffinage chimique

Tableau 7 : Déterminations des avantages et inconvénients du raffinage chimique (Munch, 2003;

Novozymes 2002).

Avantages

Inconvénients

-Elimination totale des substances indésirables
telles que les traces métalliques, avec une
présence de 2 a 5 ppm /Kg de phosphore.

-Effet décolorant de la neutralisation a la
soude, ce qui facilite les étapes de décoloration
et de désodorisation.

-Le dosage de la terre décolorante est inférieur
a celui de raffinage enzymatique.
-Récupération des huiles acides d’une moindre

que celle du raffinage enzymatique.

-Produits d’importants volumes de pates de
neutralisation.

-Les pertes d’huile par entrainement dans les
pates de neutralisation, dans les eaux de lavage
et dans les terres décolorantes.

-Destruction de la vitamine E anti-oxydante,
essentielles a la prévention de ’oxydation de
milieu intérieur.

-Le procédé chimique utilise d’importantes
quantités de produits chimique agressifs, qui
pouvant avoir un impact négatif sur
I’environnement.

-Consommation de 1’énergie électrique plus

importante.
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Le tableau 8 regroupe les avantages et les inconvénients du raffinage enzymatique

Tableau 8: Déterminations des avantages et inconvénients du raffinage enzymatique (Dayton et al,

2004; Novozymes 2002).

Avantages

Inconvénients

- Elimination totale des substances indésirables
telles que les traces métalliques, avec une
présence de 0 a 3 ppm /Kg de phosphore.

- Le dégommage enzymatique ne génere pas
des pates de neutralisation et permet ainsi
d’¢éviter les pertes d’huile liée a la séparation.
-consommation moindre de produits chimiques
(H3POs4, NaOH).

- Le dégommage enzymatique permet d’éviter
la degradation de la vitamine E, il est donc
mieux préserveé dans 1’huile.

- Récupération des quantités d’AGL plus

importantes par apport au procédé chimique.

- Pas de lavage donc pas de traitements des

eaux de lavage.

-Contréle et ajustement du pH et de la
température.

-l’utilisation non parfait des enzymes peut
achever la démucilagination donc on aura un
mauvais rendement des huiles finies.

- Manque d’information sur les enzymes qui

sont généralement importées des pays
étrangers.
-Plus grande consommation de terre

décolorante.

On constate que les avantages du raffinage enzymatique sont plus importants et supérieurs que ceux

du raffinage chimique.
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Dans ce chapitre on va présenter les méthodes de prélévements et les analyses réalisées.
11.1. Echantillonnage

Les échantillons utilisés dans ce travail sont constitués de I’huile de soja. Les prélevements

des échantillons s’effectuent sur :
-L’huile brute de soja dans le bac de stockage.
-L’huile dégommée (chimique) au niveau du séparateur.

Les échantillons prélevés ont été conservés dans des bouteilles d’une capacité de 5L, a la température du

laboratoire et a ’abri de la lumiére.

11.2. Méthodologie de travail

Notre travail est réalisé en deux étapes essentielles :
- La 1% étape est consacrée au suivi des analyses physico-chimiques de I’huile brute de soja au niveau
de raffinerie de CO.G.B (la couleur, densité, humidité, acidité, indice de peroxyde, taux de phosphore,
indice de saponification).
- La 2°™ étape qui est I’étape principale de notre travail est consacrée a la réalisation de 1’étape de
dégommage enzymatique au niveau du laboratoire. Ensuite, nous avons réalisé les analyses relatives
de I’étape de dégommage (chimique et enzymatique) : Acidité, taux de phosphore, indice de
peroxyde).

La figure 7 montre les différentes analyses effectuées sur ’huile brute et I’huile dégommée

(Chimique et enzymatique).

- La couleur, densité.
- - Humidité, acidité.

- Indice de peroxyde, taux de phosphore.

- Indice de saponification.

- Acidite.
- Taux de phosphore.
- Indice de peroxyde.

Figure 7 : Organigramme de méthodologie de travail.
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11.3. Caractéristiques de I’enzyme utilisée

L’enzyme utilisée dans cette étude est une phospholipase A1.Cette enzyme est produite par
modification génétique d’un micro-organisme et commercialisée sous le nom de QUARA par
Novozymes A/S (Bagsvaerd, Denmark). Cette enzyme nous a été gracieusement donnée par CO.G.B,

Bejala. Les caractéristiques de ’enzyme quara (PLA1) sont récapitulées dans le tableau 9.

Tableau 9 : Caractéristiques de 1I’enzyme utilisée.

Activité 75 PLA-L/g
Couleur Brune
Forme physique Liquide
Densité (g /ml) 1.17
Température de stockage 0-10°C

11.4. Conditions opératoires de I’enzyme
Les conditions optimales de I’activité maximale de I’enzyme sont un pH=>5 et une température
de 50°C (Si la température est supérieure a 40°C, son activité est prédominante sur les phospholipides

et négligeable sur les triglycérides) (Yang et al., 2006).

11.5. Dégommage enzymatique a I’échelle laboratoire

» Calcul de la quantité d’enzyme

Une quantite de solution enzymatique, nécessaire pour la réalisation de différents essais, et
prélevées a partir de contenants disposés au niveau de la ligne de fabrication. La solution enzymatique
et conditionnée dans un flacon en verre de 250 ml, fermée hermétiquement et conservée ou

réfrigerateur a une température de 10°C.
Le calcul des volumes d’enzyme a utiliser est effectué comme suit: Pour la quantité d’enzyme

recommandée par NOVOZYMES, a savoir 30 ppm, les calculs suivants sont effectués :
En détermine d’une part la quantité d’enzyme nécessaire pour 200 g de 1’huile brute a traiter :
30g d’enzymes ——1 T huile
Xg —— 2.10* T d’huile

On trouve x=0,006 g

E
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D’autre part, ’enzyme n’est pas ajouté telle que a 1’état pur mais sous forme d’une solution diluée a

10% dont on calcule le volume

m

V; —x1000

T=0 ,y=a—
Vf T

Ou:

Vi=volume d’enzymes initial.

V§=Venzyme : volume d’enzyme en pl.

m : masse d’enzyme en g.

d : densité de la solution enzymatique, d=1,02.
T : taux de dilution, égale a 10%.

1000 : facteur de conversion du volume en pl.

On trouve :
Venzyme= 58 ul

» Mode opératoire

Peser 200 g d’huile brute de soja dans un ballon et le fixer au mécanisme d’agitation, de sorte a
ce que le niveau d’huile soit en totalité immerge dans le bain marie. Démarrer I’agitation a 350 tr/min
et la maintenir tout au long de la manipulation. Ensuite, il est procédé au chauffage jusqu’a atteindre
une température de 70 £ 0,1°C Puis 0,21 ml d’acide citrique monohydraté a 50% sont ajoutés et
laissés pendant 20 minutes afin d’obtenir une bonne homogénéisation et permettre la chélation des

métaux (Ca®*, Mg?*....).

La température du bain est baissée et maintenue a 50 + 0,1°C (correspondant a la tempeérature
optimale de I’activité de I’enzyme), la solution de soude caustique a 14% est ajoutée dans le réacteur

avec 3 minutes de temps d’agitation par la suite, 5 ml d’eau distillée sont ajoutées (3 minutes).

Enfin, une quantité d’enzymes diluées a 10% est ajoutée. La catalyse est ainsi initiée et dure
pendant un temps pres —deéterminé. A la fin de la réaction, I’agitation est stoppée. Le milieu
réactionnel est centrifugé a 3600 tr/min pendant 15 min afin de récupérer la phase légére (huile

dégommée) dans des tubes (préformes), (Figure 8).
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Figure 8 : Description de I’installation du dégommage enzymatique a échelle laboratoire.

11.6. Les analyses physico-chimiques effectuées sur I’huile de soja (huile brute et

dégommee).

11.6.1.Analyses physiques
11.6.1.1. Détermination du pH par la méthode potentiométrique (NOVOZYMES)
» Principe
Le pH de I’huile est la différence de potentiel, a la température de mesure, entre deux électrodes

immergées dans la phase aqueuse séparée de I’huile émulsionnée, et exprimé en unité¢ du pH.

> Matériels

pH metre, plaque chauffante.

» Mode opératoire

e Verser dans un bécher de 50 ml, 5 ml d’huile.
e Ajouter 5 ml d’eau distillée chaude.
e Procéder a une agitation sur une plaque chauffante pendant 5 min jusqu’a 1’obtention d’une

bonne émulsion puis centrifuger a 4000 tr/min pendant 10 min.
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e Reécupérer la phase légeére puis faire I’analyse du pH avec un pH metre.

» Expression des résultats

[ PH corrigé = PHmesuré-0,26 ]

11.6.1.2. Détermination de la couleur [NE 1.2-364-1989]

> Définition

La couleur joue un réle important dans I’évaluation de la qualité d’un élément. En effet, la couleur
d’un aliment est souvent liée a sa maturité, a la mise en ceuvre appropriée ou défectueuse d’un
traitement technologique ou de mauvaise condition d’entreposage ou a un début de détérioration,

I’appareil utilisé pour la détermination de la couleur est appelé « LOVIBOND » ; (c’est un

colorimetre).

» Principe

Cette methode consiste a comparer la couleur de la lumiere transmise a travers une certaine
couche d’huile a la couleur de la lumiére provenant toujours de la méme source transmise a travers

des lames colorées standardisées.

> Matériels

On utilise un appareil connu sous le nom de « Lovibond ».

Figure 9 : Appareil « Lovibond ».

» Mode opératoire

Verser notre échantillon dans la cellule en verre d un pouce qu’on place dans I’appareil, la couleur

de I’échantillon est lue directement.

» Expression des résultats

La couleur de I’huile est obtenue par :
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La couleurd J/IR /B

Ou :

J : la valeur de la couleur jaune.
R : la valeur de la couleur rouge.

B : la valeur de la couleur bleu. Dans le cas de I’huile de soja, B=0.

11.6.1.3. Humidité (ISO 662deuxiéme édition 15-09-1998)

» Définition

C’est la perte en masse que I’huile subit aprés chauffage a 103 + 20°C pendant 2 heures dans
I’étuve, exprimée en pourcentage massique (m/m).

» Principe
Le principe est basé sur la détermination du poids de I’huile avant et aprés séchage a 1’étuve. Toute

diminution de poids apres séchage indique la présence d’eau.

> Matériels

Une capsule, étuve, Dessiccateur.

AT

Etuve Dessiccateur
» Mode opératoire
e Peser 2 a 5 g d’huile dans une capsule préalablement séché a I’étuve, refroidie dans un
Dessiccateur et taré.
e Introduire la capsule contenant I’huile dans I’étuve réglée a 103°C pendant 2 heures.
e Peser apres refroidissement jusqu’a poids constant.

» Expression des résultats

[ H (%) = [(P1 - P2)/ (P1 - P)] x 100 J

Ou:

H : L’humidité en pourcentage

B
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P1 : le poids de capsule et la prise d’essai avant chauffage.
P, : le poids de la capsule et prise d’essai apres chauffage.

P : la masse de la capsule vide.

11.6.1.4. Densité (Methode conventionnelle)
> Définition
La densité relative d’une huile a 20°C est le quotient de la masse dans I’atmosphere d’un certain

volume de cette huile a une température T°C par masse de méme volume a 20°C.
» Matériels

Une éprouvette de 250 ml, densimetre, thermometre.

» Mode opératoire

Mettre 200 ml d’huile a analyser dans une éprouvette de 250 ml. Tremper le densimetre avec un
thermométre dans I’éprouvette et attendre qu’il se stabilise. Lire la densité directement sur le

densimetre et la température sur le thermometre.

> Expression des résultats

[ Densité a 20°C= DTz = DT1 + 0,00069 (T1-T2) J

Ou:

DT: : La densité lue directement sur le densimétre a une température T1.
DT, : La densité a une température T qui est égale a 20°C.

T : La température lue sur le thermometre.

T2 : 20°C.

11.6.2. Analyses chimiques
11.6.2.1.Détermination de I’acidité [NE 1.2-43-1985]
> Définition
L’acidité est le pourcentage en masse d’acides gras libres exprimé conventionnellement en

oléique pour la majeure partie des corps gras.

acide
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» Principe

Neutraliser les acides gras libres présents dans I’huile par une solution de soude en présence d’un

indicateur coloré phénolphtaléine, selon la réaction suivante :

RCOOH + NaOH — > R-COONa + H20

AGL Soude Savon Eau
> Matériels

Burette de 10 ml, bécher de 250ml, plague chauffante, balance électronique.

> Réactifs

Alcool neutralisé, indicateur coloré (phénolphtaléine), NaOH.

» Mode opératoire

Les étapes de détermination de ’acidité

(1) (2) 3) (4)

e Peser 10 g d’huile dans un bécher de 250 ml.

e Ajouter 75 ml d’alcool neutralisé (éthanol +quelque goutte de phénolphtaléine et titrer avec
NaOH).

e Mettre le bécher sur une plaque chauffante jusqu’a dissolution de I’huile.

o Titrer avec le NaOH jusqu’a apparition de la couleur rose persistante.

e Noter le volume dépensé de NaOH.

» Expression des résultats

[ A(%) = [(N*M*V)/1000*P&]*100 J
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Ou:

A : Acidité de I’huile en (%).

N : Normalité de NaOH (0.1N).

V : Volume de NaOH utilisé pour le titrage (ml).
Pe: Poids de la prise d’essai (P = 10g).

M : masse molaire de I’acide ol¢ique (M=282g/mol).
11.6.2.2. Détermination de I’indice de peroxyde [NE 1.2-50-1985]
» Définition

C’est la quantité de produit présent dans 1I’échantillon exprimée en Milliéquivalent d’oxygeéne

actif fixé par kilogramme de la matiére grasse dans les conditions opératoires décrites. Il nous
renseigne sur le degré d'oxydation.

» Principe

Traitement d’une prise d’essai en solution dans 1’acide acétique et au Chloroforme par une

solution d’iodure de potassium, I’iode libéré est titré par une solution de thiosulfate de sodium.

La réaction d‘oxydation est donnée comme suit :

R—CH=CH—R+02 = R—CH —CH—FR’

O — O
AGL Oxygéne Peroxyde

La réaction d’iodure de potassium en milieu acide :

R—CH— CH—R’ + 2KI + 2CH3-COOH —R—CH—CH—R’ + 2CH3COOK+ H20 + I2

| Vo
0O—0 @)
Peroxyde lodure de potassium Epoxyde Sel de potassium lode
L’1iode libéré¢ est titré par le thiosulfate de sodium:
12 +  2Na2S203 —> 2Nal + Na:S4056
lode libére  Thiosulfate de sodium lodure de sodium
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> Matériels

Ballon 250ml, burette de 25ml graduée, éprouvette graduée de 100 ml.

> Réactifs

Chloroforme, acide acétique, iodure de potassium (KI), thiosulfate de sodium, empois d'amidon.

» Mode opératoire

Les étapes de détermination de I’indice de peroxyde

(4)

®) (6) (7)

e Peser 2 g d’huile dans un ballon et ajouter 10 ml de chloroforme et 15 ml d’acide acétique.
e Ajouter 1ml de la solution d’iodure de potassium (KI).

e Boucher le flacon et agiter pendant 1 min.

e Laisser la solution pendant Smin a I’abri de la lumiere.

e Ajouter 75ml d’eau distillée et quelque gotlites d’amidon.

e Titrer avec le thiosulfate de sodium (Na2S203 a 0,1N) et noter le volume versé.
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e Réaliser paralléelement un essai a blanc dans les mémes conditions.

» Expression des résultats

[ Ip (méq d°02/ Kg de MG)= N.(Ve-Vg).1000/m J

ou:

Ip : Indice de peroxyde.

VE: Volume en ml de la solution de Na>S»0s utilisé pour I'échantillon.

Vg: Volume en ml de la solution de thiosulfate de sodium utilisé pour I’essai a blanc.
m: masse en g de la prise d’essai.

N : Normalité de la solution de thiosulfate de sodium (Na2S,03) utilisée.

11.6.2.3. Indice de saponification (1SO 3657 troisieme édition 15-08-2000)

» Définition

C’est la quantité d’hydroxyde de potassium en mg, nécessaire pour saponifier les acides gras
libres qui nous renseigne sur la longueur de la chaine, et nous permet de déterminer la masse
moléculaire moyenne de I’acide gras.

L’indice de saponification est le nombre de potasse caustique (KOH) exprimé en milligramme

nécessaire pour saponifier 1g de corps gras.

» Principe

Le principe consiste a faire bouillir a reflux un échantillon contenant I’huile avec solution
éthanoique de KOH alcoolique pendant une 1h et a titrer I’excés par une solution de HCI. Un essai a

blanc est réalisé dans les mémes conditions.

I
CH-0O-C-R CH2- OH
g
CH-O-C-R + 3KOH— 3R-COOK+ CH-OH
| O
| |
CH>-O-C-R CHz2- OH
Triglycéride Potasse Savon Glycérol

5



Chapitre II Matériels et méthodes

» Matériels

Deux Ballon de 100 ml, burette de 25ml graduée, balance analytique.

> Réactifs
Potasse caustique (KOH a 0,5 N), solution HCl a 0,5 N, phénolphtaléine.

» Mode opératoire

e Peser 2g de I’huile a analyser dans un ballon de 100 ml.
e Ajouter 25 ml d’hydroxyde de potasse (KOH) a 0,5 N.

e Porter a ébullition sur montage a reflux pendant 1 heure en agitant de temps en temps.
e Titrer avec I’acide chlorhydrique a 0,52 N en présence de phénolphtaléine.

e Faire un essai a blanc dans les mémes conditions.

» Expression des resultats

[ Is (mg KOH/g d’huile) = [N x Eq % (Vo-V1)] / m }

Ou:
Is : indice de saponification exprimé en milligramme de KOH par gramme d’huile.
Vo : volume d’HCI utilisé dans I’essai a blanc en ml.
V1 : volume d’HCI en ml utilisé dans 1’essai avec 1’huile
m : Prise d’essai en gramme.
N : normalité de la solution titrée d’HCI (0,5N).
Eq : L’équivalence de KOH = 56,1 g/ml.

11.6.2.4. Dosage du phosphore (AOCS Official Method Ca 12-55 corrigée 1992)
» Définition et Principe

Cette méthode permet de déterminer la teneur en phosphore ou en phosphatides équivalent par
calcination de 1’échantillon en présence d’oxyde de zinc, suivie par la mesure spectrophotométrique
du phosphore en tant que complexe bleu d’acide phosphomolybdique.

Dosage colorimétrique du phosphomolybdate (colorimétrie bleue) c'est la méthode la plus

sensible qui convient particulierement bien au dosage de phosphore dans les huiles raffinées.
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» Matériels
Spectrophotomeétre visible permettant de faire les mesures a 650 nm, creuset en platine ou en

silice , four a moufle, dessiccateur, Fioles jaugées de 50 ml, fioles jaugées de 100 ml , fioles jaugées

de 500 ml, pipette de 10ml, plaque chauffante, entonnoir, papier filtre .

Plague chauffante  four a moufle Dessiccateur

Les solutions standards appareil « Lovibond »

> Réactifs
Oxyde de zinc, molybdate de sodium, sulfate d’hydrazine, HCI concentré, KOH (50%).

= Préparations des solutions (selon la méthode officielle de I’AOCS ca 12-55

réaprouvéel989 et Corrigée 1992)

» Molybdate de sodium

A 140 ml d’acide sulfurique (H2SO4) été ajoutés 300 ml d’eau distillée, la solution a été
refroidit a la température ambiante, une masse de 12,5 g de molybdate de sodium a été ajouté puis
ajuster a 500 ml avec de I’eau distillée, la solution est laissée se reposer pendant 24 heures avant

usage.

» Sulfate d’hydrazine
Dissoudre 0,150 g de sulfate d’hydrazine dans un litre d’eau distillée pour obtenir une solution de

0,015 %.
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» Hydroxyde de potassium (50 %)

Cette solution est préparée en mélangeant 50 g de KOH avec 50 ml d’eau distillée.

% Préparation des solutions standards
> Solution standard du phosphore (solution mére)

Dissoudre 1,0967 g de « dihydrogénophosphate de potassium » KH2PO4, préalablement sechée
a 101°C pendant 2 heures, avec 250 ml d’eau Distillée dans une fiole jaugée, cette solution contient

1 mg de phosphore par ml.
» Solution standard de travail

Pipeter 5 ml de la solution mére, puis les transvaser dans une fiole de 500 ml, et ajuster avec

de I’eau distillée jusqu'au trait de jauge. Cette solution contient 0,01mg de phosphore par ml.
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» Mode opératoire

3 g d’huile + 0.5 g d’oxyde
de zinc

¥

Carbonatation compléte a 200°C

Incinération pendant 2h dans un four
a moufle a 600°C

v

5 ml d’eau distillée +

5 ml HCI concentré

¥

Chauffage a I’ébullition pendant 5 min

v

Filtration dans une fiole de 100 ml

¥

Ajout de quelgues gouttes de KOH a 50%

et d’HCI concentré

Ajuster avec 1’eau distillée jusqu’au trait de jauge

.

Prélever 10 ml puis les transvaser dans une fiole de 50ml

¥

8ml de sulfate d’hydrazine + 2 ml
de molybdate de sodium

¥

Porter au bain marie pendant 10 min

¥

Apres refroidissement ajuster au trait de jauge
avec d’eau distillée

¥

Faire une lecture des absorbances a 650
nm avec spectrophotometre UV-Visible

Figure 10 : Schéma de dosage du phosphore.
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e Peser 3 g de I’huile dans un creuset et ajouter 0,5 d’oxyde de zinc.

e Chauffer progressivement la préparation sur une plaque chauffante puis augmenter la température
de chauffage graduellement jusqu’a obtenir une carbonatation compléte (couleur noire) de
I’échantillon afin de permettre 1’élimination de la matiére organique apres filtration.

e Disposer le creuset dans un four a moufle a une température de (600°C) pendant 2 heures, puis
laisser refroidir jusqu’a tempeérature ambiante.

e Ajouter 5 ml d’eau distillé et 5 ml de HCI concentré aux cendres.

e Couvrir le creuset d’un verre a montré et porter a 1’ébullition pendant 5 min.

e Filtrer la solution dans une fiole de 100 ml et rincer les parois du verre a montre avec 5 ml d’eau
distillé chaude.

e Le creuset et le filtre sont quant a eux lavés 4 fois avec 5 ml d’eau distillée chaude afin de
récupeérer les traces minérales restants sur les parois.

e Lasolution filtrée est refroidie et neutralisée avec une solution de KOH (50%), jusqu’a apparition
d’un trouble puis ajouter de I’Cl concentré jusqu’a dissolution du précipité d’oxyde de zinc, enfin,
ajouter 2 gouttes en exces et ajuster avec de 1’eau distillée jusqu’a trait de jauge.

e Pipeter 10 ml de cette solution est les traverser dans une fiole de 50 ml 8 ml de sulfate d’hydrazine
et 2 ml de molybdate de sodium sont ajoutés respectivement et agiter modérément apres avoir
fermé le bouchon de la fiole.

e Retirer le bouchon de la fiole et procéder a un chauffage pendant 105 min dans un bain marie
d’eau bouillante, puis refroidir dans un bain d’eau jusqu’a 25 +£5°C (couleur bleu).

e Ajuster jusqu’a trait de jauge et agiter.

e Faire un essai a blanc exactement dans les mémes conditions. On lit alors 1’absorbance dans un

spectrophotometre UV/visible a 650nm.

¢ Préparation d’une courbe d’étalonnage

Pour le dosage du phosphore il est nécessaire de tracer une courbe d’étalonnage du phosphore, qui

consiste a :

e Pipeter0,0-1,0—-2,0-4,0-6,0-8,0 et 10 ml a partir de la solution standard de travail dans
une fiole de 50 ml.

e Chaque échantillon sera dilué¢ avec 10 ml d’eau distillée.

e Addition de 8 ml de sulfate d’hydrazine et 2 ml de la solution de Molybdate de sodium

Préalablement préparée dans chaque fiole Respectivement.

@
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e [’absorbance de chaque échantillon a été¢ déterminée a 1’aide d’un Spectrophotométre UV-
Visible a une longueur d’onde de travail de 650 nm. La teneur en phosphore sera
respectivement de: 0,0-0,01-0,02-0,04-0,06-0,08-0,1 mg. Puis on trace la courbe

d’absorbance en fonction de la concentration du phosphore.

> Expression des résultats

[ Phosphore(%):M }

VW

Ou:

A : teneur en phosphore de I’échantillon en mg.
B : teneur en phosphore dans le blanc en mg.
W : prise d’essai de I’échantillon en g (3,0-3,2 ).

V : volume de I’échantillon (10 ml de la solution).
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Introduction

Les huiles importées par CO.G.B la belle subissent des analyses de contréle et de conformité
a leurs réception (huiles brutes), ainsi que durant et apres les opérations de raffinage, afin d’obtenir
des huiles conformes aux normes de I’entreprise. Dans ce chapitre on va présenter I’ensemble
résultats obtenus lors de 1’analyse physico-chimiques (I’acidité, indice de saponification, indice de
peroxyde, densité relative, humidité, la couleur et taux de phosphore) de I’huile brute de soja (huile

dégommeée chimique et enzymatique), ainsi que leurs discussions.
I11.1. Résultats d’analyses physico-chimiques

111.1.1.Huile brute

Les différentes analyses physico-chimiques effectuées sur I’huile brute de soja le 10/03/2019
sur des échantillons représentatifs dont les résultats sont représentés dans le tableau 10 suivant :

Tableau 10 : Résultats des Analyses physico-chimiques de I’huile brute de soja.

Analyses Résultats Norme
Acidite (%) 0.705 2 max
Indice de peroxyde (méq 5.2 15 max
02/kg Mg)
Humidité (%) 0.20 0.2
Couleur (Jaune 70 /
Rouge 2
Densite a4 20°C 0.920 0.918-0.923
Phosphore (ppm) 216 250 max
Indice de saponification (mg 195 188-195
KOH/ g huile)
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Les résultats des d’analyses effectuées sur I’huile brute de soja : La densité, I’humidité, la couleur et
I’indice de saponification sont conformes aux normes du I’entreprise CO.G.B, ce qui révéle le bon
déroulement des opérations d’extraction et de stockage de I’huile. Donc on peut dire que I’huile brute
présente un bon état initial, ce qui facilitera son raffinage.

Nous constatons aussi que I’indice de peroxyde est faible, ce qui signifie qu’il n’y a pas eu
une oxydation trés importante au cours du stockage de I’huile. La détermination de la teneur en
peroxydes dans les huiles permet d’évaluer le niveau d'oxydation primaire produite au cours du
stockage et/ou I’élaboration de I’huile. L’indice de peroxyde est une mesure qui nous permet
d’estimer la quantité de peroxydes présents dans une maticre grasse (Adrian et al., 1995).

Nous notons aussi une présence importante de phosphores dont le taux est inférieur a la norme,

ces derniers seront ¢liminés principalement au cours de I’étape de dégommage.

111.1.2.Huile dégommeée (enzymatique)

111.1.2.1.Resultats de la détermination de pH (dégommage enzymatique)
Le tableau 11 présente le pH en fonction de la quantité d’enzyme ajoutée.

Tableau 11 : Résultats de mesure du pH.

Huile dégommée Volume d’enzyme ajoutée pH
enzymatique ()
1) 58 5.64
(2) 47 4.84
(3) 61 4.24

Les Résultats des mesures de pH sont présentés dans le tableau 11. On remarque que les
valeurs des mesures du pH corrigée correspondant a chaque quantité d’enzyme ajoutée, reste toujours
dans I’intervalle de pH ou I’activité enzymatique est favorable. Ceci permet de confirmer que la
quantité de soude utilisée est suffisante pour amener le pH a un niveau souhaitable a I’activité

phospholipasique de I’enzyme.




Chapitre 111 Résultats et discussions

111.1.2.2. Résultats de la détermination de ’acidité (dégommage enzymatique)

Le tableau 12 présente I’acidité en fonction de la quantité d’enzyme ajoutée.

Tableau 12 : Résultats de mesure du ’acidité.

Huile dégommée Volume d’enzyme ajoutée Acidité (%)
enzymatique ()

1) 58 0.76

) 47 0.77

(3) 61 0.75

On comparant ces valeurs a 1’acidité de I’huile brute de soja (égale a 0,705), on observe
qu’elles sont toutes supérieures a cette derniere. Cette hausse est justifiée par la libération d’AGL

dans le milieu réactionnel, issue de I’action de I’enzyme QUARA sur les phospholipides par le

mécanisme décrit précédemment (la figure 6).

A partir de ces résultats, nous pouvons donc conclure que I’enzyme a été active au cours des

différents essais effectués et permet un dégommage enzymatique.

I11.1.2.3.Résultats de la détermination de Taux de phosphore (dégommage
enzymatique)

Le tableau 13 présente les teneurs en phosphore en fonction de la quantité d’enzyme ajoutée.

Tableau 13 : Résultats des teneurs en phosphore en fonction de la quantité d’enzyme ajoutée.

Huile dégommée

Volume d’enzyme ajoutée

Taux de phosphore

enzymatique (k) (ppm)
1) 58 1.66
@) 47 3.21
3) 61 3.22

Les resultats obtenues pratiquement au niveau du laboratoire confirment que la quantité

d’enzyme préconis¢ par NOVOZYME pour réduire au minimum le taux des phosphatides dans ’huile

ey
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dégommeée est (58 pl), dans le but d’améliorer 1’élimination de taux de phosphatides, nous avons
réalisés un test d’exces d’enzyme (61 pl) mais les résultats obtenues prouvent que ce n’est pas

nécessaire de faire un exces d’enzyme.
111.1.3.Huile dégommée (chimique et enzymatique)

111.1.3.1.Acidité

Les résultats de 1’acidité des trois huiles : huile brute, huile dégommeée enzymatique, huile

dégommé chimique sont représentées dans la figure 11.

Acidité (%)

0,77
0.77
0,76
0,75
0,74
0,73

0,73
0,72
0,71

0,7
0,69
0,68

0,67
HB H dégo-enzy H dégo-chimi

Figure 11 : évolution de I’acidité lors du dégommage chimique et enzymatique de 1’huile de soja.

L’acidité de I’huile brute de soja est due a la présence d’acides gras libres issus de I’hydrolyse
des triglyceérides.
D’apreés les résultats de la figure 11, on constate que :
e Pour le dégommage chimique, une augmentation marquée de I’acidité de 0.70% jusqu'a 0.73
% est justifiée par la présence des traces d’acide minérales (H3PO4) entrainer au 1’huile
dégommée apres séparation par centrifugation (acide phosphorique réagit avec les
phosphatides non hydratables qui sont composés en majeure partie de sels de calcium et de
magnésium en formant des précipités de phosphates de calcium ou de magnésium et la

libération d’acide phosphorique) (Dijkstra,1998).
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e Pour le dégommage enzymatique : une augmentation légére de 0.7% a 0,77%, Cette hausse
est justifiée par la libération d’AGL dans le milieu réactionnel, issue de I’action de I’enzyme

QUARA sur les phospholipides par le mécanisme décrit précédemment (la figure 6).

111.1.3.2. Taux de phosphore

Les résultats de la teneur en phosphore (ppm) de 1’huile brute de soja aux cours de dégommage

chimique et enzymatique sont représentés sur la figure suivante (Figure 12).

Taux de phosphore (ppm)
250
216
200
150
100
50
11,2
1,66
0 o L
HB Hdégo-enzy Hdégo-chimi

Figure 12 : évolution du taux de phosphore lors de dégommage chimique et enzymatique de 1’huile
de soja.

L’élimination des phosphores est toujours incompléte dans le dégommage, Cette élimination
se poursuit au cours des étapes ultérieures de raffinage.

Le dosage du phosphore permet d’apprécier I’efficacité de la démucilagination car
I’¢élimination des phospholipides est plus importante durant cette étape .Un taux élevé de mucilages
rend difficile les autres traitements du raffinage de 1’huile de soja.

D’aprés Werner, 2010 : la diminution des phospholipides s’explique par le traitement des

phospholipides avec des acides forts tels que les acides phosphoriques et I’acide citrique.
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D’apres les résultats de la figure 12 :

La teneur en phosphore est de 216 ppm pour I’huile brute de soja puis elle diminue aprés le
dégommage enzymatique jusqu’a atteindre 1,66 ppm et 11,2 ppm aprés le dégommage chimique,
cette diminution de la teneur en phosphore s’explique par le traitement de cette derniére avec des
acides forts tels que les acides phosphoriques et 1’acide citrique pour donner des sels monovalents qui

sont des substances hydratables.
111.1.3.3.Indice de peroxyde

Les résultats de I’indice de peroxyde de I’huile brute de soja aux cours de dégommage

chimique et enzymatique sont représentés sur la figure suivante (figure 13).

Indice de peroxyde(meq 0,/kg MG)

5,2

4,5

N

w

N

=

HB Hdégo-enzy Hdégo-chimi

Figure 13 : évolution de I’indice de peroxyde lors du dégommage chimique et enzymatique de
I’huile de soja.
D’apreés les résultats de la figure 13 :
Indice de peroxyde de 1’huile dégommeée chimique et enzymatique est 1égérement inférieure
a celui de I’huile brute a cause de la dégradation des peroxydes par action des agents chimiques tels

que : I’acide phosphorique (H3POs), eau, enzyme.
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Conclusion générale

Ce présent travail réalisé au complexe « CO.G.B LA BELLE » de Bejaia a pour but I’étude
comparative entre le dégommage chimique et enzymatique de 1’huile brute de soja.

Le dégommage de I’huile de soja, est une étape clef du raffinage, qui vise a éliminer les
mucilages dont font partie les phospholipides, leur présence engendre des difficultés dans les étapes

ultérieures du raffinage et donnent a 1’huile un aspect peu engageant.

Cette étude montre globalement que le procédé dégommage enzymatique présente un

rendement plus élevé que le déegommage chimique.

Il est également moins polluant (I’utilisation de produits chimique en petites concentrations),
plus respective de I’environnement et surtout facile a mettre en ceuvre. Tout cela lui vaut la place du

procédé le plus favorisé au niveau industriel.

La réussite du dégommage enzymatique semble étre liée a la production du lyso-phospholipide
hydrophile sous I’action du phospholipase A ceci peut expliquer la raison pour laquelle la phase
d’huile et la phase de gomme, peuvent étre séparées facilement dans le dégommage enzymatique, et

donc des pertes inferieurs d’huile ont été obtenues.

Les résultats obtenus pour les analyses du pH et de I’acidité confirment que I’enzyme a été
activé et permis un dégommage enzymatique, ceci est par ailleurs vérifié par les résultats des teneurs

en phosphore des différents essais.

Notre stage effectué au niveau de I’unité de raffinage d’huile, nous a permis de rapprocher
encore plus du monde Professionnel actif et de bien comprendre le procédé de production des huiles,

de la réception en tant que huile brute jusqu’ au produit fini.
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Annexe

la section de dégommage et neutralisation « doc CO.G.B ».

Annexe 1 :
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Annexe 2 : La section de décoloration et désodorisation « doc CO.G.B ».
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Annexe 3 : courbe d’étalonnage de dosage de phosphore.
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Annexe 4 : Fiche de donnée de I’enzyme : QUARA.

“Produtt Data Sheet

1of2
Valid from 2017-08-24
In this product the key enzyme activity is provided by
phospholipase that hydrolyzes esterbond in 1-position of phospholipids '
PRODUCT CHARACTERISTICS/PROPERTIES ALLERGEN
hospholi 1 .
Cor??onen! — Phospholipase A Allergen Sihet Allerg Quhet:
Activity 75 PLA-L/g . e
Golor Colorless to yellow contained contained
Physical form Liquid
Approximate density (g/ml) 1.17 Celery no Molluscs no
Cereals contalning gluten™ Mustard
Color can vary from batch to batch. Color intensity is not an indication of o no no
enzyme activity. Crustaceans no Nuts no
Egg no Peanuts no
Fish no Sesame no
PRODUCT SPECIFICATION Ligh no S no
Milk lactose) Sulphur dioxide/sulphites,
& s 3 no n
Lower Limit  Upper Limit Unit more than 10 mg per kg or |
Phospholipase unit PLA-L 75 1]
Total viable count . 10000 ig S~ "
Coliform bacteri - 20 Iq 'Definition olf lf EU A 1169/2011, as
E.coli Not Detected 259 List covers d in 21 USC 301 (US) and GB
Salmonella Mot Detociad povs 7718-2011 (China).
%.e.wheat, rye, barley, oats, spelt, kamut
Heavy melwis— - Meot—50 myikg “3e. almond, hazelnut, waliiut, castiew, pecan nut, Brazil nut, pistacchio nut,
Lead Max § mglkg macadamia nut and Queensland nut
Arsenic Max 3 mglkg 4 If No: Glutenfree i,e. < 20ppm (EU Regulation 828/2014)
Cadmium Max 0.5 mg/kg
Mercury Max 0.5 mglkg

The enzyme analytical method is avalilable from the Customer Center or sales
representative.

COMPOSITION
Preservatives Potassium sorbate
Sodium benzoate
Stabilizers Sorbitol
Glycerol
A
Rethink Tomorrow

GM STATUS

This product is nr;l a GMO.

The enzyme product is by ion of a
that is not present in the final product. The production organism is improved
by means of modern biotechnology.
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* Product Data Sheet 20f2
Valid from 2017-08-24

STORAGE CONDITION FOOD SAFETY
Recommended storage: 0-25 °C (32-77 °F) Novozymes has carried out a hazard analysis and
prepared an HACCP plan describing the critical
Packaging must be kept intact, dry, and away from sunlight. Please follow the control points (CCPs). The HACCP plan 8
recommendations and use the product before the best before date to avoid the Ll bya sive p
need for a higher dosage. program implemented in Novozymes' GMP
practices.
Best before: You will find the best before date in the certificate of analysis or The product is produced according to Novozymes'’
on the product label. HACCP plan, GMP practices, and additional
lled by ' Quality
The product gives optimal performance if stored at 0-10 °C/32-50 °F and used Management System.
prior to the best-before date. If stored at max. 25 °C/77 °F, the product should be
used within 3 months after delivery. The product complies with FAO/WHO JECFA- and
FCC purity i
Novozymes guarantees delivery at least 3 months prior to the best-before date. mycotoxins.
SAFETY AND HANDLING PRECAUTIONS PACKAGING
Enzymes are proteins. Inhalation of dusl or aevosols may induce sensitization and The product is available in dlﬂerenl types of packaging . Please contact the sales
may cause allergic ions in Some may irritate the p ive for more i

skin, eyes, and mucous membranes upon prolonged contact. See the MSDS or
Safety Manual for further information regarding safe handling of the product and
spills.

COMPLIANCE

The product complies with the recommended purity specifications for food-grade
enzymes given by the Joint FAO/WHO Expert Committee on Food Additives
(JECFA) and the Food Chemical Codex (FCC).

Kosher and Halal certificates are available from the Customer Center or sales
representative.

S S A - oo B

CERTIFICATIONS

Novozymes is a signatory to United Nations Global Compacty United Nations
Convention on Biological Diversity and report on our sustainability
pstformance through Global Reponmg Initiative (GRI). See all our

under inability on www. com.

SR
diyeh
Laz8

For more information, or for more office visit www. com
Novozymes A/S
Krogshoejvej 36
2880 Bagsvaerd
Denmark

Laws, endor third party rights may prevent customers from importing, using, processing and/or reselling the products described herein in a
given manner. Without separate, writien agreement between the customer and Nou VOZY!M 1o such effect this document does not constitule a
representation or warranty of any kind and is subject to change without further notice.
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Annexe 5 : Présentation de 1’unité.

I.1. Historique

Le complexe des corps gras de Bejaia (CO.G.B), est situé dans la zone industrielle de la ville
de Bejaia (route des Aurés). 1l occupe une superficie de 108.800 m? dont 56. 500m?sont couvertes.
En matiére d’emploi, le complexe opére avec un effectif de 750 personnes, selon les données de
1998 ; réparties dans les différents services, le régime de travail est 24 heures effectués par trois
équipes qui se relévent toutes les huit heures.
Ce complexe a pour but de promouvoir le développement des industries alimentaires et de satisfaire

les besoins locaux en huile, margarine, savon de toilette, etc.

1.2. Production de ’unité

Le complexe est congu pour :

e La raffinerie d’huile alimentaire : 400 Tonnes/Jour.

e La fabrication de savon de toilette : 50 Tonnes/Jour.

e La fabrication de savon de ménage : 150 Tonnes/Jour.

e Ladistillation des acides gras : 20 Tonnes/Jour ;

e La production de glycérine pharmaceutique : 20 Tonnes/Jour.
e Le conditionnement des huiles alimentaires : 500 Tonnes/Jour.
e 300 Tonnes/Jour pour les huiles de 5 Litres.

e 200 Tonnes /Jour pour les huiles de 1 Litres.

e Le traitement des eaux en production 24/24 H.

e La fabrication de la margarine : 80 Tonnes/Jour.

1.3. Présentation du laboratoire

Le service laboratoire a pour objectif d’améliorer la qualité des produits fabriqués au sein de
cette unité. A cet effet, des analyses sont effectuees sur les matieres premiéres et auxiliaires, sur les
produits au cours de fabrication ainsi que sur les produits finis.

Le service de laboratoire est composé de quatre laboratoires d’analyse.
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e Laboratoire des huiles

Les principales analyses qui s’effectuent dans ce laboratoire sont les suivants :
» Analyse d’huile brute.
» Analyse d’huile au cours de raffinage.
» Analyse d’acides gras libres bruts.
» Analyse d’acides gras distillés.

e Laboratoire de traitement des eaux
Les analyses qui s’effectuent dans ce laboratoire sont les suivantes :
Analyse de I’eau brute.
Analyse de I’eau adoucie.
Analyse de I’eau de la bache alimentaire.
Analyse de I’eau chaudiére.
Analyse de I’eau osmosée.
Analyse de I’eau procédée.

Analyse des eaux usées.

YV V.V V V V V V

Analyse des eaux de I’atelier de la margarinerie.

e Laboratoire des caristes
Ce laboratoire s’occupe des analyses de routine pour toute la production (savonniére et
huiliere) ; voir méme lors du conditionnement et stockage. Le mode de travail est réalisé par quatre
laborantins qui travaillent en équipes et de maniére alternative.
Les analyses qui s’effectuent dans ce laboratoire sont :

» Analyse d’huile au cours du raffinage.

» Analyse des acides gras libres au cours de la distillation.

» Analyse du savon au cours du processus de fabrication.
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e Laboratoire de margarinerie
Ce service occupe une place tres importante dans le fonctionnement de 1’unité de production

car il permet d’assurer une meilleure qualité du produit, il est composes de deux laboratoires qui

sont :

» Laboratoire d’analyse physico-chimique : analyse de I’acidité¢, de 1’indice de
peroxyde, de NaCl, de I’amidon, du point de fusion et de la consistance de la
margarine.

» Laboratoire d’analyse microbiologique : les germes dénombrés sont leS germes
aerobies a 30°C, les coliformes fécaux, Staphylococcus aureus, les levures et
moisissures et les Salmonella.

L’organigramme de I’unité CO.G.B la Belle est illustré dans la figure suivante :
Service de Contréle de Gestion et de Budget >
Service Informatique » +———— | Secrétariat
Laboratoire -
’
Y
A\
[~ Département des ressources  — Département de Comptabilité — Département Commercial — Département de Production — Département
Humaines et de Fiscalité de Maintenance
| Services de gestion des | Service de Comptabilité | Service de Vente |_Service de Raffinage et Derives | Service d Efudes
Ressources humaines Genérale et Méthodes
| Service de valorisation | Service Comptabilité | Service d‘approvisionnement | Service de Savon et Dérivés | Service d'Electricité

| Service social | Service de Gestion des Stacks | Service de Fabrication | Service d Entretien
Plastique et CD.H.
| Services des moyens L Service Finance L Service de Transport L Service d'utilite L Service de
Geénéraux Fabrication



Résumé

L’huile de soja est une huile végétale destinée a I’alimentation humaine, contenant des
impuretés et des composés indésirables, qui doivent étre éliminés au cours du raffinage. L’objectif de
cette étude est de comparer les deux procédes de raffinage chimique et enzymatique de I’huile de
soja, en se basant sur I’analyse des paramétres physico-chimique lors de dégommage enzymatique et

chimique.

Les résultats ont montré que le procédé du raffinage enzymatique, est plus avantageux que le
procédé chimique, grace au fort rendement en huile raffinée, ainsi a une nette diminution de I’énergie,
et couts du processus, malgré le temps éleve pendant le dégommage, ainsi que le nombre limite de

phospholipides autorisées.

Les résultats d’analyses obtenus montrent que I’huile raffinée est conforme aux normes

adaptées par I’entreprise.

Mots clés : graine de soja, huile de soja, QUARA® LOWP, raffinage chimique, raffinage

enzymatique.

Abstract

Soybean oil is a vegetable oil intend for human conception containing Impurities and
undesirable compound, which must be eliminated during refining. The aim of this study is to compare
the two chemical and enzymatic refining processes of soybean oil, based on the analysis of physic-

chemical parameters during enzymatic and chemical degumming.

The results showed that the processes of enzymatic refining , is more advantageous than the
chemical process, because of the high yield of refined oil, thus has a clear decrease of the energy, and
costs of the process , in spite of the time rises during the degumming, as well as the limit number of

phospholipids allowed .

The results of analyses obtained show that the refined oil complies with the standards adapted

by the company.

Key word: soybean, soybean oil, QUARA® LOWP, chemical refining, enzymatic refining.
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