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Introduction générale

Introduction générale

Les enzymes sont responsables des transformations biochimiques (catalyse) dans les
molécules des vivants. De ce fait, cette méthode de catalyse possede un fort potentiel pour

des applications industrielles diverses et variées.

La synthése enzymatique impliquant notamment des enzymes constitue une alternative
intéressante qui permet d’une part, de travailler dans des conditions opératoires plus douces,
et d’autre part de bénéficier d’une plus grande sélectivité ce qui limite la formation de
produits secondaires et donc le nombre d’étapes nécessaires a la purification du produit.
Ainsi, la mise en ceuvre d’enzymes offre la possibilité d’améliorer le bilan environnemental
du procédé. Les enzymes, utilisées comme catalyseur dans ces procédés, présentent un codt
relativement élevé, ce qui implique souvent la nécessité de les utiliser sous forme immobilisée
(qui confine une enzyme ou une fraction cellulaire dans une région de I'espace avec
rétention de [l'activité catalytique ou biologique ) afin de permettre leur réutilisation et

d’augmenter leur stabilité.

Les travaux présentés dans ce mémoire portent sur 1’application de la méthode des plans
d’expériences a 1’étude des différents conditions expérimentales d’immobilisation (le temps,
rapport enzyme/support et concentration du tampon) qui affectent I’avancement de I’acylation

enzymatique du 1-phényléthanol racémique par I’acétate de vinyle.

La méthode des plans d’expériences, consiste en un ensemble homogeéne d’outils et de
méthodes algébrique et statistiques visant a établir et a analyser les relations existants entre les
grandeurs étudiées (réponses) et leurs sources de variation (facteurs). Les deux principales
utilisations de la méthode des plans d’expérience sont La technique du screening qui permet
de déterminer parmi les facteurs recensés par l’expérimentateur, ceux qui sont les plus
influents sur la variation de la réponse. On procede ainsi implicitement a une simplification du
probléme et La méthodologie des surfaces de réponses qui consiste a calculer les variations
des réponses en fonction des facteurs jugés précédemment influents.

Le présent mémoire est composé de trois chapitres distincts :

Aprés 'introduction générale, Le premier chapitre mise au point bibliographique sur les
enzymes et leurs réactions et les techniques d’immobilisation et 1’application des lipases

immobilisées.



Introduction générale

Dans le deuxiéme chapitre, nous aborderons la méthodologie des plans d’expériences.
Le troisieme chapitre sera consacre a la présentation et a la discussion des résultats obtenus.

Aprés une conclusion générale, vient Les références bibliographiques qui sont réunies par
chapitre a la fin de ce mémoire.
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1. Introduction

Tous les processus de la vie, que ce soit végétales, animales ou microbiens, dépendent d'un
réseau complexe de réactions chimiques catalysées par des enzymes pour la croissance et la
maintenance cellulaires [1], Ce sont des catalyseurs biologiques trés efficaces et polyvalents,
en fonctionnant dans des conditions ambiantes (température et pH physiologique, pression
atmosphérique)[2].

L’utilisation d'enzymes est généralement plus respectueux de I'environnement et économique
due a faible co(t de I'énergie, une efficacité élevée, de haute chimio-, regio- et stéréo-
sélectivité et de voies de synthése plus courtes. Toutefois, I'application industrielle
d'enzymes dans de nombreux domaines est souvent entravée par leur faible stabilité

opérationnelle et les difficultés dans la récupération et la réutilisation [3].

2. Les enzymes

Les enzymes sont des macromolécules, majoritairement, de nature protéique [5], (c’est-a-
dire résultant de la condensation d’acides a-aminés de la série L avec formation d’une
liaison amide entre le groupe carboxyle d’un acide aminé et le groupe amine d’un autre acide

aminé et ainsi de suite) [7] comme suivant :

Ces molécules présentes dans toutes les cellules des étres vivants dont le rdle est de catalyser
(accélerer) les réactions biochimiques. Ce sont des catalyseurs tres efficaces et comme tout
catalyseur les enzymes interviennent dans les réactions sans étre consommées. Elles
abaissent les énergies d'activation, et donc augmentent les cinétiques de réactions par un
facteur (108-10'%) [4,5,6] (Schéma I. 1).

Les enzymes dotées de propriétés catalytiques leur permettant d’intervenir en faveur de
certaines réactions biochimiques pour lesquelles elles sont spécifiques. La spécificité de
I’enzyme est due a la présence d’une région tridimensionnelle appelée « site actif » qui

reconnait et fixe le substrat.
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état de transition
non catalysée =TT TTTTToToToToTT T

catalyseur
chimique~_ / _—<c-—-N-—-—-

ﬁG:':

Energie
libre catalyseur +
enzymatiquis AG ¥ ¥ ¥
_ AGee < AGa, < AG
.
- e T TTTTTTTRITTTTTT TN, T T T 1
réactifs AG®

(E +5)

Coordonnée de réaction

Schéma (1.1) : Diagramme énergétique pour une réaction catalysée d’une fagon générale.

La spécificité de ces catalyseurs biologiques sous ses différentes formes (énantio , régio et
stéréo-sélectivité) constitue un des avantages de leur utilisation dans des procédes

biologiques comme alternative aux procedés chimiques[7,8].

La structure de I’enzyme est stabilisée par des liaisons hydrogéne, des interactions de Van
Der Waals et des liaisons covalentes sont les ponts disulfures. Donc les enzymes sont
instables en solutions et peuvent perdre leur activité a des températures élevées [9].

Structure secondaire

Lon e €7 .S

Sructire tatialre ! N
Horme falel ! @&

Structure primaire o s e Structure quaternaire

Structure tertiaire

Figure (1.1) : Les différents niveaux de structure des enzymes.

2.1. Nomenclature et classification des enzymes
Le nom de la plupart des enzymes a été formé en ajoutant le suffixe « ase » au nom de leur
substrat ou a un mot ou une phrase décrivant son activité. Actuellement environ 3000

enzymes sont reconnues par 1’Union Internationale de Biochimie [9]. Cette organisation a

6
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été répartit les enzymes en six classes, chacune divisée en sous classes, en fonction des

réactions catalysées. A chaque enzyme est attribué un numéro de classification a quatre

chiffres et un nom systématique qui identifie la réaction catalysée [10].

EC:

A

Enzymes commission

Indique le type de réaction au quelle I’enzyme est rattachée (la classe) .

B : Indique le type de substrat pour lequel I’enzyme est activée.

C : Indique le type de I’accepteur.

D :

Correspond au numéro individuel de chaque enzyme.

Les classes d’enzymes [9,10] sont :

>

2.2.

Les oxydoréductases (EC 1) catalysent les réactions d’oxydo-réduction. La plupart
de ces enzymes sont connus sous le nom de déshydrogénases, mais certains d’entre
eux sont appelés oxydases, peroxydases, oxygénases ou réductases.

Les transférases (EC 2) catalysent les réactions de transfert de groupes moléculaires
d’une molécule a une autre. Cette classe inclut les kinases.

Les hydrolases (EC 3) catalysent les clivages hydrolytiques.

Les lyases (EC 4) catalysent les réactions d’élimination d’un substrat, non
hydrolytique et non oxydative, ou lyse, avec création d’une double liaison. Dans le
sens inverse, les lyases catalysent 1’addition d’un substrat a une double liaison d’un
second substrat.

Les isomérases (EC 5) catalysent les réactions d’isomérisation ou les réarrangements
intramoléculaires.

Les ligases (EC 6) catalysent les réactions de ligation au cours desquelles deux
molécules sont unies. Ces réactions nécessitent un apport d’énergie chimique, le plus

souvent sous forme d’ATP.

Enzymes et catalyse

La liaison protéines-substrat est a la base de 1’étude des interactions de 1’enzyme avec son

substrat, et par conséquence la formation du complexe « E-S : enzyme-substrat ». Ce modéle

implique que I’enzyme ne se lie a un substrat qu’au niveau d’un seul site, dit site actif [10].

K/
L %4

Le site actif : est constitué d’un petit nombre d’acides aminés qui, le plus souvent, ne
sont pas contigus dans I’enchainement de la chaine polypeptidique. L’agencement
unique de ces acides aminés est la cause de la stéréospécificité de reconnaissance

entre le site actif et le(s) substrat(s) [11].

7
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Substrat Complexe
Enzyme-Substrat
Siteactif @@ .
\ a ‘
Enzyme —@ \
@ ¥
™ Produits

Figure (1.2) : Le complexe enzyme-substrat.
Le site actif est subdivisé en deux parties [12] :

- Site de fixation : dit aussi site de reconnaissance, reconnait la complémentarité de forme
avec un substrat spécifique a ’enzyme, et permet de mettre face a face, la partie de la
molécule de substrat qui devra est transformée, avec les acides aminés du site catalytique.

- Site catalytique : cette partie correspond a un ensemble d’acides aminés qui interagiront
directement avec le substrat pour faciliter sa transformation en produit. Il est composé
d’acides aminés dont les chaines latérales exposées dans le site actif sont chimiquement
trés réactives : elles comportent des électrons délocalisables qui vont attaquer des liaisons
dans la molécule de substrat, pour la fragiliser. Une fois ces liaisons fragilisées, le substrat

pourra ensuite facilement évoluer vers la formation de produit.

Le Reconnaissance enzymes-substrat peut étre expliquée par les deux modeéles suivants :
4+ Modeéle clé-serrure : en 1890 Emil ; Fisher a proposé que la forme du substrat est

complémentaire de la forme du site actif de I’enzyme.

(A) Serrrure-clé

Substrat

Sy

Site actif
ou
centre catalytique
Enzyme

Figure (1.3) : Modeéle clé-serrure
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+ Modele ajustement induite : En 1985 ; Koshland a proposé que I’enzyme et le
substrat adaptent mutuellement leurs formes respectives.

(B) Adaptation induite

Substrat

ns

centre catalytique
Enzyme

Figure (1.4) : Modeéle ajustement induite.

2.3. Lecycle catalytique enzymatique [13]
Quelque soit le type de réaction catalysé, un cycle catalytique enzymatique se déroule

généralement en quatre étapes :

> diffusion des réactifs dans le milieu.

2> reconnaissance enzyme substrat : le substrat se positionne dans la cavité de I’enzyme.
> mécanisme catalytique : la réaction se produit.

> Expulsion des produits : I’enzyme libére le produit.

Ces différentes étapes sont résumées dans le schéma suivant :

réactifs
- <$

9 reconnaissance enzyme substrat

G diffusion des réactifs dans le milieu

le produit
\ mzyme

e ¢

o Expulsion des produits o mécanisme catalytique

Schéma (1.2) : Le cycle catalytique enzymatique

9
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2.4. Facteurs influenc¢ant I’ activité enzymatique [14,15,16]
Il est connu que la température, le pH et la concentration du substrat sont les principaux

facteurs qui influencent I’activité enzymatique en milieux aqueux et non aqueux.
2.4.1. Influence de la température

La température du milieu a un effet sur la vitesse de la réaction enzymatique (Schéma 1.3)
comprend deux parties : une ascendante puis une descendante de pente plus forte (baisse de

I’activité plus rapide).

> En dessous de la température optimale, la chaleur du milieu apporte un supplément
d’énergie qui facilite la réaction enzymatique : partie correspondant au phénoméne
d’activation.

> Au-dessus de la température optimale, la chaleur dénature les structures secondaires et
tertiaires de 1’enzyme et ’activité tend rapidement vers zéro : partie correspondant au

phénomeéne de dénaturation.

Pour mesurer cet effet de la température sur I’activité de ’enzyme on compare 1’activité de
I’enzyme pour une température T avec ’activité pour une température T + 10°C. Cette différence
d’activité appelée Q10 est le paramétre permettant de mesurer 1’activation de ’enzyme par la

chaleur.

A Activité
enzymatique
ACTIVATION DENATURATION
>
30 40 50 60  Température (°C)

Schéma (1.3) : Influence de la température sur 1’activité enzymatique

2.4.2. Influence du pH

Chaque enzyme est caractérisée par un pH optimum pour lequel son activité enzymatique est
maximale (Schéma 1.4). Ainsi, expérimentalement, I’activité d’une enzyme sera déterminée a un
pH fixe proche de son pH optimum. L’utilisation d’une solution tampon permettra de maintenir le

pH a une valeur stable et connue.
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Les variations de pH influencent la charge des résidus d’acides aminés impliqués dans la fixation
et dans la catalyse du substrat (au niveau du site actif). Donc cela peut modifier les conditions de

réalisation de la réaction enzymatique.

activité enzymatique
A

Pepsin

—
—+
4

N
»
(o))
(o0}
-.—1-
o
_‘—i
N
—
o

Schéma (1.4) : Etude de I’influence du pH sur I’activité enzymatique de deux enzymes différentes.

3. Triacylglycérols hydrolases (Les lipases)

Parmi les six classes d'enzymes, le groupe des hydrolases (EC 3.) est de loin le plus utilisé en
synthese organique. Ce sont des enzymes simples, stables, sans cofacteur et le nombre
d'hydrolases disponibles dans le commerce augmente sans cesse. Les hydrolases sont utilisées en
chimie organique pour leur chimio-, régio- et steréoselectivité mais surtout pour leur
énantiosélectivité lors du dédoublement cinétique (ou résolution cinétique) [4,6]. Les lipases sont
des o/B-hydrolases d'esters du glycérol (EC 3.1.1.3) (Figure 04). De méme que les estérases, elles

agissant sur les liaisons esters carboxyliques [17].

Figure (1.5) : Représentation schématique de repliement structural de type o/f hydrolase. (Les hélices a
sont représentées par des cylindres, les brins B par des fléches et les acides aminés catalytiques sont

identifies par des points verts (Ser, Sérine ; Acide ; His, Histidine).
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3.1. Réactions catalysées par les lipases

Le ro6le physiologique des lipases c’est I'hydrolyse du triglycéride en diglycérides,
monoglycérides, acides gras et glycérol (Figure 1.5). L’hydrolyse des liaisons esters des substrats
lipidiques, insolubles dans 1’eau, se produit a I’interface entre lipide et eau [5,18, 19]. Les lipases
sont des enzymes atypiques de par leur mécanisme d’action et leur spécificité de substrats, elles
peuvent agir en tant qu’hydrolases en milieu aqueux ou comme catalyseurs en synthése organique

selon I’environnement de I’enzyme [20].

Les lipases interviennent dans les deux types de réactions [21,22] :
e L’hydrolyse :
R;COOR;+ H,0 = R;COOH + R,0H
e [La syntheése: Les lipases interviennent en chimie organique selon les types des réactions
suivante :
> Estérification
R;COOH + R,.0H = R;COOR; + H,0
» Amidation :
R;COOH + H,N-R; = R;COO-NHR; + H,O

» Thioesterification :
R:COOH + HS-R, = R1C0O-SR,+ H,0O

L’eau générée au cours de ses trois réactions enzymatique doit étre eliminée afin de poursuivre la
réaction [23].
» Transestérification :
= Interestérification :
R1COOR; + R3COOR, = R;COOR,+ R,COOR;

= Alcoolyse :
R1COOR;+ R3;0H = R;COOR3 + R,0OH
= Acidolyse:

R1COOR; + R3COOH = R;CO0OR; + R,COOH
* ]’aminolyse :

R1COOR; + R3NH; = R{CONHR3 + R,OH

12
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3.2. Le dédoublement enzymatique par les lipases

En raison de I’environnement chiral spécifique du site actif des enzymes, les lipases sont capables
de différencier deux énantiomeres et de réagir préférentiellement, voire exclusivement, avec ['un
d’eux par rapport a 1’autre. Ce phénomene de différenciation varie beaucoup d’une enzyme a

I’autre, d’un substrat a I’autre et suivant les conditions opératoires (solvant, température, pH,...).

L’énantiosélectivité¢ des lipases a donc été largement utilisée pour séparer des énantiomeres par
dédoublement cinétique. L’enzyme va réagir avec un des énantioméres beaucoup plus rapidement

qu’avec 1’autre et va permettre la séparation aisée de 1’énantiomére restant et du composé formé.

La sélectivité enzymatique peut étre quantifiée par un parametre appelé ratio énantiomérique
noté E.

3.2.1. Parametres d'évaluation du dédoublement cinétique enzymatique

L'évaluation de la réaction de dédoublement cinétique enzymatique est possible grace a des

équations mathématiques décrites par Sih [24].

Soit (ee) I’exces énantiomérique de deux énantiomeres R et S, on a

[R] - [S]

6= e (IL)
[R]+[S]

Soit (C) la conversion chimique de la réaction (1>C>0), on a:

C=_% 12

eest eep

-Le facteur de sélectivité (E): qui caractérise l'affinité spécifiqgue d'une enzyme pour un
énantiomere donné, il est le rapport des vitesses de formation des deux énantioméres en

T KR
competition; soit Ex — i (13)

En tenant compte les équations (1) et (2), le facteur d'énantiosélectivité (E) peut alors s’exprimer

comme suit :

e Lnl@O)+ee)] a9 o, E= SnlEoe)] (15)

Ln [(1-C)(1- eep)] Ln [(1-C)(1+ ees)]

13
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Ces équations sont valables uniquement dans le cas d’une réaction de dédoublement cinétique

enzymatique irréversible.
4. Immobilisation des enzymes

L'application de la catalyse enzymatique aux processus chimiques diminue l'utilisation de produits

nocifs dans I'environnement et réduit ainsi le colt de traitement [25]. Les enzymes offrent un
avantage distinct da a leur spécificité, la biodégradabilité et la limitation de la formation de sous-
produits. Quelques critéres doivent étre réunis pour gqu'une enzyme soit un catalyseur industriel
viable. L'enzyme doit étre compatible et stable. Au niveau fonctionnel, la stabilité d'une enzyme
limite souvent son application pratique dans des processus médicinaux et biotechnologiques [26].
Une alternative consiste a immobiliser 1’enzyme sur une matrice approprié. Du point de vue
industriel, les biocatalyseurs immobilisés présentent une stabilité augmentée, des changements
dans l'activité enzymatique [27,28].

4.1. Les différentes méthodes d’immobilisation

Les enzymes peuvent étre immobilisées soit par rétention physique, soit par liaison chimique. On
peut aussi combiner les deux methodes pour assurer une meilleure fixation de 1’enzyme [29]. Le

principe de ces méthodes est réesumé dans schéma (1.5):

Méthodes d’immobilisation

Immobilisation par Immobilisation par interaction
rétention Physique ou liaison chimique
|
I I I I
Inclusion encapsulation adsorption liaison Réticulation
covalente ou
ionique

Schéma (1.5) : Représentation schématique des différentes méthodes d'immobilisation des enzymes.

4.1.1. Immobilisation par adsorption
L’immobilisation par adsorption repose sur 1’établissement d’interactions de type liaisons de faible

niveau énergetique (Van der Wals, ionique, hydrogene, transfert de charges, échange de ligands,
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hydrophobe, pont métallique...) entre les groupes fonctionnels situés a la surface de la molécule

d’enzyme et ceux présents a la surface du support insoluble.

— swrface du
" supprort

CIZVITIE

Figure (1.6) : L’immobilisation par adsorption [30].
4.1.2. Immobilisation par des liaisons covalente ou ionique

Cette immobilisation les liaisons de faible énergie impliquées dans 1’adsorption sont remplacées
par des liaisons covalentes ou ionique, et se réalise par La fixation de I’enzyme au support
préalablement activé [26,29]. Le couplage covalent est basé sur la formation de liaisons fortes
entre les molécules d’enzymes et la matrice. La condensation se fait entre les groupements
fonctionnels réactifs (-NH;, -OH, -SH, - COOH) des acides aminé de I’enzyme et les fonctions
actives greffées sur le support, et les interactions ionique seront tres dépendantes du pH du milieu

en raison du caractére amphotére des résidus d'acide aminés [13].

ENIVINE Haison covalente

Figure (1.7) : Immobilisation par des liaisons covalente [30].

4.1.3. Immobilisation par réticulation
La réticulation consiste a établir des liens covalents entre molécules d’enzymes ou entre molécules
d’enzymes et de protéines inertes par I’intermédiaire d’agents polyfonctionnels, afin d’obtenir des

structures de trés haute masse molaire [28,29].
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- enzyme
—
-
-
gos? agent de
- /O reticulation
suppotrt

Figure (1.8) : Immobilisation par la réticulation [30].

4.1.4. Immobilisation par inclusion

Ce type d’immobilisation consiste a piéger ’enzyme dans une matrice par traitement chimique
(polymérisation) via des agents de liaison ou par traitement physique comme la gélification par
exemple. Cette méthode offre une grande flexibilité des propriétés géométriques des matrices a
enzymes immobilisées, plusieurs formes sont souvent utilisées : les billes, les films et les

fibres selon 1’application souhaitée [26,29].

Figure (1.9) : Immobilisation par I’inclusion [30].
4.1.5. Immobilisation par encapsulation

L’enzyme en solution aqueuse est enfermé dans des microencapsules sphériques. Dont la paroi est
une membrane semi-perméable qui peut étre liquide ou solide. Cette membrane retient I’enzyme,
mais laisse passer le substrat et le produit [29,31].
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Figure (1.10) : Immobilisation par encapsulation [30].
5. Application des lipases immobilisées :

Les lipases immobilisées sont susceptibles d'application particulierement nombreuses et
diversifiées, nous donnons ci-dessous quelques exemples récents concernant les applications des

lipases immobilisées en synthése organique.
5.1. Réaction d’hydrolyse enzymatique [32]

Dans cet exemple la résolution de 1’ester racémique butyrate de glycidyl (R,S) a été effectuée par
hydrolyse enzymatique en utilisant différentes lipases (CALB,RML,25L) immobilisées. L’enzyme
(25 L), qui est une lipase purifiee de la lipase pancréatiques du porc (LPP) a donné les meilleurs

résultats.

S\

Schéma (1.6) :: Synthese du (R)- et (S)-glycidol.
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5.2. Résolution du menthol racémique [33]

L’estérification de (x)-menthol avec I'anhydride propionique ont été effectuée en utilisant la lipase
Candida rugosa (CRL) immobilisée sur des particules magneétiques

Les conditions permettant d’aboutir a une conversion et une énantiosélectivité optimale (C =
48.8%, ee = 88%) sont : T = 30°C, temps = 2.5 h, [menthol] = 0.2 mol/l.

0
CRL(immobilisée) \)k
' W +
HO o™ HO

n-Hexane

)

(+)-menthol (-)-menthyl propionate (+)-menthol
ee= 88%

Schéma (1.7) : Résolution énantiosélective du (R, S) menthol.

5.3. Réaction de transestérification de 1-octanol avec le laurate de vinyle par la lipase BCL

La réaction suivante illustre la production d’un ester gras (octyl laurate) , tres utilisé en industries

de cosmétiques, en utilisant la lipase BCL immobilisée par encapsulation dans des aérogels.

o) CH;
I
H3C/\/\/\/\/\/\O + H3C/\/\/\/\OH
Vinyl Laurat 1-Octanol
lipase
(0] — (0]
HSC\/\/\/\/\/”\ /H\
O\/\/\/\CHQ, + HC H
Octylaurat Acetldehyde

Schéma (1.8) : Réaction de transestérification de 1-octanol avec le laurate de vinyle, catalysée par la lipase

BCL immobilisée.

5.4. Réaction énantiosélective aminolyse d'ester ethylique de 2-chloropropionate
L’aminolyse d'ester éthylique de 2-chloropropionate par la lipase CCL immobilisée par
encapsulation dans le verre silice poreux a permit d’ameliorer son activité et sa stabilité et a donné

des produits avec de bon rendement et d’excellent excés énantiomérique [34]
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0
(‘)‘ CcL @verre |
Cl Cl

ee.86%
rdt=92%

Schéma (1.9) :: Aminolyse énantiosélective du 2-Chloropropionate d’Ethyle [35]

Conclusion

Grace a leur grande spécificité d’action, les enzymes constituent un outil de fabrication et
d’analyse irremplagable dans de nombreux secteurs de la recherche, et de la production

industrielle.

L’obtention de nouvelles sources d’enzymes plus stable par 1’Amélioration des techniques
d’immobilisations des biocatalyseurs, suscite un intérét considérable en raison de nombreux
avantages : amélioration des rendements, obtention des dérivés plus purs, diminution des besoins

énergétiques etc...

Au-dela de [1’aspect application des enzymes immobilisées, les recherches concernant
I’optimisation des conditions d’immobilisation en parvenir a de meilleur activité et/ou de

sélectivité.

Parmi les méthodologies employées, celle des plans d’expérience est de plus en plus utilisée, le

chapitre suivant sera consacré a la présentation de cette méthodologie
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1. Introduction

La méthode des plans d'expériences est une méthodologie expérimentale qui consiste a
minimiser le nombre d'expériences nécessaires pour étudier, simultanément, I'impact de

plusieurs facteurs sur plusieurs grandeurs d'intérét, appelées reponses [1] (Figure 11.1).

Contrairement aux méthodologies classiques, a chaque expérience, les valeurs de tous les
facteurs, correspondant aux bornes fixées au départ de I'étude, varient selon un plan raisonné.
De ce fait, les plans d'expériences apportent de nombreux avantages tels que la diminution du
nombre d'expériences ou essais, I'augmentation du nombre de facteurs étudiés, la détection
d'interactions possibles entre facteurs, I'optimisation et la modélisation des résultats, et la

détection d'optimaux dans la zone délimitée par les bornes de chaque facteur [2].

— —
Facteurs Systéme .
. —_— T .. S Réponses
d'entrée étudié po
—_— —_—

Figure (11.1) : Schéma de la démarche associée a un plan d’expériences.

2. La méthode des plans d’expériences

La méthode, ou technique des Plans d’Expériences (PE) est une démarche systématique,
rigoureuse et ordonnée basée sur des considérations statistiques permettant d’étudier les

relations entre les paramétres d’entrée et de sortie d’un systeme.

Elle est largement utilisée dans de nombreux domaines tels que I’agroalimentaire, la
chimie,.... Concrétement, la méthode des PE peut étre utilisée dés que 1’on cherche a étudier

une grandeur d’intérét (grandeur mesurée ou calculée) y dépendant de variables d’entrée Xi
[3,4] :

y="f(xi)
Avec : i=1,2... N ; N étant le nombre de paramétres d’entrée.
Avec les plans d'expériences on obtient le maximum de renseignements avec le minimum
d'expériences [4]. Les effets des différents facteurs intervenant dans le processus étudié, sont
alors quantifies et les conditions optimales définies. La compréhension de la méthode des
plans d'expériences s'appuie sur deux notions essentielles, celle d'espace expérimental et celle
de modélisation mathématique des grandeurs étudiées [5].
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La déemarche de cette méthodologie peut se décompose en trois étapes :

# le choix de la méthode d’expérimentation,
@ [’analyse des résultats,

@ [’acquisition progressive de la connaissance.

2.1. Choix de la méthode d’expérimentation

La méthode d’expérimentation choisie doit faciliter I’interprétation des résultats. Elle doit
également minimiser le nombre des essais sans toutefois sacrifier la qualité. La théorie des
plans d’expériences assure les conditions pour lesquelles on obtient la meilleure précision
possible avec le minimum d’essais. On a donc le maximum d’efficacité avec le minimum

d’expériences et par conséquent le colit minimum.

Cette phase, essentielle, repose sur les points suivants :

2.1.1. Ildentifier le phénomene étudié (le probléme) :

C’est le poser clairement en précisant de quoi il s’agit et on quoi le sujet proposé est un
probléme pour cela il est recommandé de faire a la méthode du SADO connue sous le nom

~méthode de QQCQQP~ [6,7] . par poser les questions suivantes :

: En quoi consiste le probléme ?

> Qui est géne par le probleme ? Qui est le demandeur de 1’étude ?
: Combien de cas ? Combien ¢a colte ?

: Ou cela se passe-t-il ?

: Quand cela arrive-t-il ?

T O O O O LO

: Pourquoi est- cet un probléme ?

2.1.2. Obijectifs d’un plan d’expériences :
L’objectif de I'étude est la base du choix de la technique a utiliser pour construire le plan

d'expériences optimal. Il faut donc initialement savoir si I’on souhaite :

= détecter et identifier les facteurs réellement influents parmi un ensemble de facteurs
potentiellement influents.

= quantifier I'influence de différents facteurs en considérant les éventuelles interactions
entre ces facteurs.
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. délimiter un domaine d’intérét.

> maximiser ou minimiser une performance ou déterminer le meilleur compromis entre
differentes réponses.

2.1.3. Ildentifier les réponses :

Ce sont les grandeurs étudiées ou les sorties .Une réponse est une grandeur non maitrisée,
observable et quantifiable, qui sera mesurée a chaque expérience définie par le plan
d'expériences. La réponse doit étre la plus représentative possible, tout en étant la plus précise

possible (écart type connu et acceptable).

Les réponses doivent préférentiellement étre de nature quantitative afin de permettre
’utilisation de méthodes d’analyses statistiques telles que la régression multilinéaire et
I’analyse de la Systéme Facteurs d’entrée étudié¢ Réponses variance dont les hypotheses sont

généralement admises lors de la mise en ceuvre d’un plan d’expériences.

2.1.4. ldentifier les facteurs et du domaine d’étude :

Les facteurs sont définis comme une variable ou un état qui agit sur le procédé étudié. Un
facteur peut étre de type qualitatif ou quantitatif, continu ou discontinu, contr6lable ou non
contrélable [6, 8,9].

Un facteur peut prendre n’importe quelle valeur entre une limite haute (+1) et une limite basse
(-1), représentées sur un axe gradué et orienté. La graduation peut étre en grandeurs normales
spécifiques a chaque domaine d’expérience, ou en grandeurs codées qui conférent aux plans
d’expériences une présentation unifiée et générale. L’ensemble de toutes les valeurs que peut

prendre un facteur entre ces deux bornes est le domaine de variation [9] (Figure 11.2) .

Domaine du facteur facteur

Niveau bas -1 +1 Niveau haut
Figure (11.2) : Domaine d’un facteur [10].

Une expérience donnée constitue un point expérimental et par conséquent 1’ensemble des
points expérimentaux constitue le domaine expérimental (Domaine de I’étude). Le domaine
expérimental défini est ainsi habituellement un carré pour deux facteurs (Figure 11.3), un cube

pour trois facteurs, etc.
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Niveau haut A
du facteur 2
~
1 3
=1 . ’ 4
3 Domaine d’étude
®
[* 9
Niveaubas | .
du facteur 2 H H
- . >
Niveau bas Facteur 1 Niveau haut
du facteur 1 du facteur 1

Figure (11.3) : Domaine d’étude pour deux facteurs [10].

2.1.5. Choix du plan d’expérience [10,11] :

Les différents PE peuvent étre classés en deux catégories selon 1’objectif que souhaite

atteindre 1’expérimentateur :

a- Les plans de criblage ou screening : ils permettent de déterminer quels sont les
facteurs influents sur la réponse observée Pour ce type de plan, un grand nombre de
facteurs peut étre ¢étudié avec peu d’essais. les modeles mathématiques des plans de
criblage sont des polyndmes d’ordre 1 pouvant prendre en compte les interactions de
deux facteurs:

= Modeéle sans interaction :

y =ao+ YN aixi +e ..o (IL1)

= Modéle avec interactions :

y = a0+ YiLaixi + XL aijxixj +e. . (IL2)
Avec :y: laréponse ; xi: niveau de facteuri; ao: valeur de réponse au centre du domaine ;
ajj: I'interaction entre i et j ; : résidu.

b-Les plans d’optimisation : ils sont utilisés pour réaliser un modéle mathématique prédictif
du systeme. Le but est de pouvoir modéliser le comportement de la réponse étudiée avec la

meilleure précision. Ils sont utilisés pour la phase d’optimisation. Pour les plans
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d’optimisation, les modéles mathématiques sont généralement des polyndmes du second
degré prenant en compte les interactions de deux facteurs:

y = ao+ XiLiaixi + X\ aijxixj + X aixi? e (11.3)

Avec :y: laréponse ; xi: niveau de facteuri; ao: valeur de réponse au centre du domaine ;
ajj: I'interaction entre i et j ; ¢ residul.

2.1.5.1. Les plans de criblage des facteurs :

L’ensemble des facteurs donnés par I’expérimentateur, tous ne sont pas obligatoirement
réellement influents sur les variations de la réponse. mais par le criblage des facteurs consiste
distinguer, parmi un ensemble de facteurs potentiellement influents, sont effectivement dans
le domaine d’étude fixé[12,13]..

Parmi les plans d’expériences largement utilisés pour le criblage des facteurs, on peut citer les

plans de :

® Les plans factoriels :

Un plan factoriel complet consiste a étudier toutes les combinaisons possibles des facteurs
pris en considération dans 1’expérience (Tous les effets principaux et toutes les interactions

peuvent étre estimés a partir d'un plan factoriel complet).
A. Plans factoriel complets a 2 niveaux [14,15]:

Les plans factoriels a 2 niveaux sont les plus simples, ils permettent de bien comprendre le
principe de la méthode, et ont de nombreuses applications. Le nombre d’expériences a realiser

se calcule par :
le nombre d’expériences = 2k

Les plans factoriels a deux niveaux sont des plans factoriels dans lesquels chacun des k

facteurs disponibles est étudié avec deux niveaux seulement.

Les premiéres étapes de l'expérimentation impliquent généralement I'analyse d'un grand

nombre de facteurs potentiels pour découvrir les quelques facteurs «vitaux».

Les plans factoriels a deux niveaux sont utilisés durant ces étapes pour filtrer rapidement les

effets inactifs de maniere a pouvoir concentrer son attention sur les facteurs importants.
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Par exemple Les figures (11.4) et (11.5) représentent un plan factoriel complet a deux niveaux
pour respectivement deux et trois facteurs avec une expérience supplémentaire située au

centre du domaine.

O O s °
o o
O /‘/
o o
® @
@ o
Figure (11.4) : Plan factoriel complet a deux Figure (11.5) : Plan factoriel complet a deux
niveaux pour deux facteurs . niveaux pour trois facteurs.

L’inconvénient des plans factoriels complets est que le nombre d’expériences augmentée pour

analyse un grand nombre des facteurs (64 expériences pour 6 facteurs, 128 pour 7 facteurs,...).

B. Les plans de Plackett - Burman [14,16]:

En 1946 que J.P. Burman et Robin .L. Plackett ont introduit une classe de plans factoriels est
nommeé daprés leurs noms, offrant une facon tres efficace d'expérimenter avec un nombre
appréciable de variables tout en conservant un nombre raisonnable d'essais.
Les plans de type Plackett-Burman Sont des matrices d’Hadamard consistent essentiellement en
une fraction trés spécifique d'un design factoriel complet et se les sont le plus souvent sans
interaction avec propriétés suivantes:

= les éléments sont + 1 ou — 1( le niveau bas (-1) et le niveau haut (+1)).

= ces matrices sont carrées et possedent un nombre de lignes (ou de colonnes) égal a 2 ou a un

multiple de 4 ;
¥ ces matrices sont orthogonales, c’est-a-dire que le produit scalaire de deux lignes (ou de

deux colonnes) est égal a zéro.

C. Les plans factoriels fractionnaires :
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Les plans factoriels fractionnaires permettent de réduire le nombre d’essais a réaliser par rapport a
un plan complet. Mais ceci implique que certains effets des facteurs seront alors confondus entre

eux. On parle alors de termes « aliasés » ou tout simplement d’ « alias ».

la fraction est une proportion simple de I'ensemble complet des combinaisons possibles de
traitements (Norme 1SO 3534 -3) [13,17].

Dans les plans factoriels fractionnaires, seule une fraction des combinaisons possibles des niveaux
des facteurs est prise en compte, d’ou I’appellation de plan « fractionnaire ». De plus, une ou
plusieurs expériences supplémentaires sont réalisées au centre du domaine. lls nécessitent 2k fois

moins d’expériences que le plan factoriel complet. Ils sont notés pour un cas général :
Le nombre d’expériences = 2 kp
Le p signifie que le nombre d’expériences a été divisé par 2k par rapport & un plan complet.

2 kp présente le nombre total d’expériences réalisées auquel s’ajoutent les points expérimentaux au

centre du domaine [18].

L’exemple des figures (11.6) et (11.7) le cas d’un systéme avec trois facteurs Xi, X2 et xs. Pour un plan

231 il existe deux configurations de points qui peuvent étre réalisés. (Points noirs et gris).

o | ]
+1 @
[ )
b © ’
L [ J 1
] o
® ® -1 0 +1
X1
Figure (11.6) : Deux plans factoriels fractionnaires Figure (11.7) : Transformation du plan 2** en
2% configuration 1 en noir et 2 en gris. plan 2% ( x, non influent).

Le point blanc représente une expérience au centre du domaine pour les deux configurations du

plan.

_ On remarque que si 'un des facteurs n’a aucune influence sur la réponse, le plan se

transforme en un plan factoriel complet 22, quel que soit le facteur non influent.
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Si par exemple le facteur X2 n’a pas d’influence, on obtient en projetant des points
expérimentaux sur le plan (xi1,xs) un plan factoriel complet a deux facteurs xi et xs quel que

soit la configuration choisie[10].

2.1.5.1. Les plans d’optimisation des facteurs :
® les plans de surface de réponse :

La méthodologie des surfaces de réponse (MSR) constitue le second volet de la méthode des
plans d’expériences. Cette technique vise a déterminer d’une fagon quantitative les variations

de la fonction réponse vis-a-vis des facteurs d’influence significative.

Les plans du second degré ou plans pour surfaces de réponse permettent d'établir des modéles

mathématiques du second degré. Ils sont utilisés pour les variables continues.

La méthode des surfaces de réponse doit étre vue comme un ensemble d’outils permettant la
compréhension et 1’exploitation d’objets simplificateurs de la fonction réponse étudiée, plus

largement et plus aisément exploitables [14,19].
A. -Plans composites centrés [15] :

Ils sont développés, en particulier, dans la méthodologie de surface de réponse, et ils
permettent 1’étude d’un modéle quadratique, dans la plupart des cas des phénomenes non
linéaires. Tous les facteurs pour lesquels on souhaite tester I’influence quadratique auront 5
niveaux. Les plans composites centraux sont constitués de trois parties, ce qui permet une

démarche séquentielle :

» Le plan factoriel : ¢’est un plan factoriel complet ou fractionnaire a deux niveaux par
facteurs. Les points expérimentaux sont aux sommets du domaine d’étude.

= Le plan en étoile : les points du plan en étoile sont sur les axes et ils sont, en général,
tous situés a la méme distance du centre du domaine d’étude (les points F, G, H, et | de
Figure 11.8).

= Les points au centre du domaine d’étude. On prévoit toujours des points expérimentaux
situés au centre du domaine d’étude usuellement noté par O répété plusieurs (n0) fois

pour estimer la variance de répétabilité(Le point E de Figure 11.8).
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Figure (11.8) : Plan composite pour deux facteurs.

Les unités expérimentales 1 a 8 constituent les points cubiques du plan, équivalent & un plan
factoriel 23, Les niveaux des variables de prédiction sont donnés comme des valeurs codées.
Les unités expérimentales 9 et 10 sont les points centraux et les unités expérimentales 11 a 16

sont les points en étoile [10].

-Le nombre total n d’essais a réaliser est la somme des essais du plan factoriel (Ng), des essais
du plan en étoile (n,) et des essais au centre (Ng). Le nombre n des essais d’un plan composite

est donné par la relation :
Ne=Ni+N,+Noeeevevvvvvvvn e (114)
Pour respecter le critere de presque orthogonalité, la valeur de a doit vérifier par 1’équation

[18] :

1
4 = (f GA=nf)i

oo (I15)
B. -Les plans de Box-Behnken :

Box et Behnken ont proposé en 1960 ces plans qui permettent d’établir directement des
modeles du second degré. Tous les facteurs ont trois niveaux : —1, 0 et +1. Ces plans sont
faciles a mettre en ceuvre et possédent la propriété de séquentialité. On peut entreprendre
I’étude des k premiers facteurs en se réservant la possibilité d’en ajouter de nouveaux sans

perdre les résultats des essais déja effectués.
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Le plan de Box-Behnken pour trois facteurs est construit sur un cube. Pour quatre facteurs ce
plan est construit sur un hypercube & quatre dimensions. On place les points expérimentaux
non pas aux sommets du cube ou de I’hypercube, mais au milieu des arétes ou au centre des
faces (carrés) ou au centre des cubes. Cette disposition a pour consequence de répartir tous les
points expérimentaux a égale distance du centre du domaine d’étude, donc sur une sphére ou
sur une hypersphere suivant le nombre de dimensions. On ajoute des points au centre du
domaine d’étude [19,20].

11.
12
o [ ] 10
o
9
8 @ o7
(9\]
= 18
£s5° ¥o
‘o o,
o
1 facteur 3
facteur 1

Figure (11.9) : Plan de Box-Behnken pour trois facteurs.

2.2. Analyse des résultats (effets, graphiques, variances):

Le calcul des moyennes et des effets permettent de déterminer les coefficients du modeéle
matriciel. La représentation graphique et son analyse donnent une interprétation du poids des
effets sur la réponse. L’analyse de la variance permet de Vérifier si les effets définis comme
influents pour 1’étude associée sont réellement associes au facteur étudie ou s’ils ne sont pas
les résultats de la variabilité naturelle du phénomene étudie. Elle permet donc, une validation

statistique des effets.

les logiciels du construction des plans d’expériences (JMP, Minitab , Statisca, SAS...)
facilite les calculs et les interprétations sont devenus tres simples. Ces outils favorisent
également les représentations graphiques qui illustrent de maniere spectaculaire les résultats et

améliorent la compréhension des phénomenes.
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2.2.1. Calcul des effets [21,22]:

Isoler I’effet de chaque facteur ne rend pas toujours compte de I’ensemble du phénomene. 11
arrive que 1’un des facteurs renforce I’effet de I’autre. Cela traduit une interaction entre les
deux facteurs. Le phénoméne étudié est dit sous 1’effet de diverses actions: 1’action globale,

I’action de chaque facteur et I’action de chaque interaction.

I1 est usuel de représenter 1’effet d’un facteur par un segment de droite dont le coefficient
directeur vaut cet effet. Il s’agit simplement de la transcription graphique des relations

générales de calcul de ces grandeurs.

réponse réponse
A “
| | ;
i it Moy?n/»/ t'| Effet Globale C
yl /// ! y2 B
Y1 )
fa;C'[eur L '
-1 0 +1 -1 0 +1 facteurs

A B

Figure (11.10) : Tllustration de I’effet de facteur(A), illustration d’une interaction(B).

2.2.2. Lacomparaison graphique des résultats mesurées et estimées

Les résultats obtenus peuvent alors étre représentés graphiquement afin de comparer dans un
premier temps les réponses mesurées et les réponses estimées par le modeéle. Pour cela, il est
nécessaire de tracer le graphe d’adéquation du modele. Les réponses estimées (calculées par

le modeéle) sont placées en abscisse et les réponses mesurées (expérimentales) en ordonnée.
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les réponses mesurees
T T T T T T

o 1 1 1 1 1
o 1 2 3 4 5 [
Les réponses estimées

Figure (11.11) : exemple de graphe d’adéquation du modéle.

La figure 11 donne un exemple de graphe d’adéquation, le nuage de points représente les
valeurs d’une réponse Y pour chaque ligne du plan d’expériences.
Si le nuage de points est aligné sur la droite d’équation y = X, la qualité descriptive du modeéle

sera excellente.

2.2.3. Latechnique d’analyse de variance [5, 23,24] :

L’analyse de la variance est appelée « Analysis of Variance », est couramment abrégée en

ANOVA. Cette analyse consiste a rechercher les sources de variation des réponses.

On suppose que les réponses ont été calculées avec le modéle postulé : Y; = f(x1,x2,x3,...,xn)
+e, en utilisant la méthode des moindres carrés c’est-a-dire comparer la somme des carrés
des écarts due uniquement a la régression , avec la somme des carrés des résidus.

Dans ce cas, les réponses calculées s’écrivent et les écarts e prennent des valeurs particulieres

riqui s’appellent les résidus.

L'analyse de la variance consiste a trois types de variations:
= La variation due a la liaison linéaire :

SCM =N (¥, =0) oo (IL6)

Y : la matrice des réponses observées lors de la réalisation des expériences.

Y : la matrice des réponses estimée.
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SCM : la somme des carrées moyen.

. La variation résiduelle :

= 2
SCE=YY (Y;=Y) v (IL7)

SCE : la somme des carrés des résidus.

. La variation totale :

SCT = SCE + SCM ... oo (IL8)

SCT=YY (Y, =% oo (IL9)
SCT: somme totale des carrés des écarts.

e Le test de variation [25]:
Le test de Fisher-Snedecor permet de comparer deux variances, par 1’utilisation de la loi
statistique de Fisher (loi F) . Celle-ci travaille sur le quotient de variance et prend en compte
le nombre de degrés de liberté de chacune d’elles. Les variances concernées doivent étre

celles de variables aléatoires suivant une distribution normale et & variance constante.

Pour effectuer ce test on calcule le ratio suivant pour le terme du modéle considéré (facteur ou

interaction) :

__scM/(p-1)

F1= 5o vy oo

oo (I110)

La probabilité F; que ces variances soient issues d’une méme distribution peut étre retrouvée

a I’aide d’une table de Fisher :

e Le calcul des résidus [26] :

La somme des carrés des résidus peut étre partagée en deux composantes :

- Le manque d’ajustement (lack of fit en anglais): traduit le fait que le modéle choisi par
I’expérimentateur avant les expériences est probablement un peu différent du modéle réel
qui régit le phénomeéne étudié et on le note par la lettre A .

- Les erreurs expérimentales (pure error en anglais) : est la prise en compte de la nature

aléatoire de la réponse. En effet, dans le cas général, si ’on mesure plusieurs fois une
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réponse en un méme point expérimental, on n’obtiendra pas exactement le méme résultat

et on les note par la lettre e.
Onadonc:

Ye!=YA+8e)? ..o (IL11)

2.2.4. Mesure de la qualité du modele mathématique [10,26]:

Le coefficient de détermination R2, qui est le coefficient de corrélation, estime la maniére dont

le modele mathématique approxime les résultats expérimentaux.

_SCM SCE

R? = =1-
o Sop e

oo (IL12)

Ce coefficient traduit la contribution du modéle dans la restitution de la variation de la
réponse observée. Par définition, le coefficient de détermination appartient a 1’intervalle [0, 1]
, Lorsqu'il est proche de 0, le pouvoir prédictif du modéle est faible et lorsqu'il est proche de

1, le pouvoir prédictif du modele est fort.

Si le nombre d’expériences est €gal au nombre d’inconnues du systéme, le coefficient R? sera
toujours égal a 1. C’est pour éviter cela que le coefficient de détermination Rzajuste’ a été
introduit. Ce coefficient est défini comme la différence a 1 du rapport entre le carré moyen
des écarts des résidus et le carré moyen des écarts experimentaux :

SCE
/ (N-p)

2 —
R =1-gr, Ll
(N-1)

ajust é

oo (I113)

2.2.5. Analyse graphique des résultats

Un des principaux avantages des plans d’expériences est la présentation des résultats sous
forme graphique. De nombreux graphiques sont disponibles pour interpréter I’équation du
modéle empirique. Dans le cas des plans a surfaces de réponses, cette restitution s’effectue
essentiellement sous deux formes différentes : les surfaces de réponses et les courbes iso-

réponses.
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Figure (11.12) : surface de réponse. Figure (11.13) : courbes iso-réponses.

2.2.6. Validation de I’hypothése et recherche de solution au probléme

L’analyse de résultats d’essais proceéde 1’identification des combinaisons optimales des
facteurs qui n’a pas certainement fait I’objet d’un essai dans le plan. IIs nécessiteront alors de
tester la combinaison optimale, quand on arrive a 1’étape de 1’analyse finale, il faut vérifier le
résultat obtenu par I’analyse est plausible ou non. on acceptera ou pas le modele proposé,

¢’est avec un examen approfondi des résultats :

— Quels sont les facteurs influents ?

— Quelles sont les interactions significatives ?

— Existe-t-il des ambiguités dans les contrastes calculés ?

— Le modéle mathématique associé aux plans peut-il orienter les futurs travaux ?
— Le domaine contient-il les solutions du probleme posé ?

— Une analyse des résidus a-t-elle été pratiquée pour s’assurer que toute I’information restante

a été extraite ?

Une extension du domaine d’étude est a envisager si les premiers résultats montrent que la

solution espérée n’est pas dans le domaine défini au départ.

Les résultats acquis orienteront les futurs essais vers le nouveau domaine qui devrait contenir

la solution espéree.
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2.3. Acquisition progressive de la connaissance :

L’expérimentateur qui entreprend une étude ne connait pas les résultats, il est donc sage
d’avancer progressivement pour pouvoir réorienter les essais en fonction des premiers
résultats. Une premiére ébauche permettra de mieux orienter les essais vers les seuls aspects

intéressants de 1’étude et d’abandonner les voies sans issues.

En fonction des conclusions du premier plan, I’expérimentateur pourra se poser les questions
suivantes

— Faut-il envisager un changement de domaine ?
— Faut-il envisager un plan complémentaire (ou des essais complémentaires) ?
— Faut-il envisager un autre modele mathématique ?

Une premieére série d’expériences conduit a des conclusions provisoires ; en fonction de ces
conclusions provisoires, on lance une nouvelle série d’essais. L’ensemble des deux series
d’expériences est utilisé pour obtenir un contour précis des résultats d’étude.
L’expérimentateur accumule ainsi les seuls résultats dont il a besoin et s’arréte dés qu’il a

obtenu ce qu’il cherche.

3. Conclusion

La meéthode du plan d’expérience (MPE) est donc un ensemble des techniques
complémentaires aidant son utilisateur dans la détermination des expériences a réaliser ainsi
que dans la compréhension et I’exploitation des résultats obtenus. Ces outils s’appuient
essentiellement sur des bases statistiques et algébriques. Cette particularité induit la possibilité
quasi-permanente de connaitre les erreurs concédées sur les données expérimentales et sur

celles qui en sont déduites.

Dans le cadre de ce mémoire, nous allons présenter 1’application de la méthode du MPE
dans I’étude de I’immobilisation de la lipase de Candida rugosa dans le but de déterminer les

valeurs du facteur permettant de donner un taux de conversion optimal.
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L’enzyme utilisée dans notre travail est la lipase de Candida rugosa, elle appartienne a la
famille des hydrolases qui réagissent spécifiquement sur la liaison ester du groupe
carboxyester. Cette enzyme présente une bonne activité catalytique. De plus, sa structure
tridimensionnelle adopte une conformation particuliére qui la rend active en s’adsorbant aux
interfaces huile/eau.

Cette enzyme est largement employee comme catalyseur dans diverses réactions (hydrolyse,
estérification, transestérification, interestérification) en milieux aqueux ou organiques [1,2].
Notre travail concerne I’application de la méthodologie des plans d’expériences pour

étudier I’influence des conditions d’immobilisation sur le taux de conversion.

Pour ce faire, nous avons choisi I’acylation énantiosélective du 1-phényléthanol racémique
par I’acétate de vinyle. Cette réaction modele est catalysée par la lipase de Candida rugosa

immobilisée sur une résine anionique 1’ Amberjet 4200 CI.

A,
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Et,,CRL
(R)

OH

Schéma (I11.1): L’acylation du 1-phényléthanol racémique par ’acétate de vinyle.

1. Préparation du plan d’expérience

1.1. Objectifs :
L’objectif de notre travail est I’application d’un modéle statistique appelé le modele de Box-
Behnken sur des principaux facteurs affin de :

- Modéliser la réponse choisie

-Déterminer les valeurs optimales des différents facteurs en appliquant la méthodologie de

surface des réponses (RSM).
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1.2. Construction du plan Box-Behnken :
La méthodologie des surfaces de réponses (RSM) permet d’établir un mod¢le de régression

polynomiale d’ordre 2 de type :
y = a0+ Xijaixi + X aijxixj + X aixi® +e o (L)

Dans ce travail nous avons choisi le plan de Box-Behnken. Ce choix est notamment motivé

par le faible colt demandé: 15 expériences doivent étre calculées.
1.3. Détermination des facteurs et du domaine d’étude

Dans notre travail nous avons décidé de prendre en compte 3 facteurs potentiellement
influents sur le cours de la réaction [3,4]. Ces facteurs ainsi que le domaine de variation, sont

précises dans le tableau suivant :

Tableau (111.1) : Facteurs et domaine d’étude du plan du Box

Facteur Unité Niveau-1 Niveau+l Symbole
Rapport en quantité de
protéine E/S mg/g 80 160 E/S
(mgdeE/gdeS)
Temps heures 5 15 t
Concentration du tampon mmol/I 20 60 [tp]

1.4. Réponse choisie

La réponse choisie est le taux d’avancement de la réaction modéle, c’est la conversion (C%).

2. Modélisation de la réponse

Le plan de Box-Behnken pour trois facteurs, composé de quinze essais dont trois au centre du
domaine (essais 13, 14 et 15) et des réponses experimentales (C%). Il a été réalise a 1’aide du
logiciel Minitab (Tableau 111.2). Les donnés de la réponse choisie de ce travail ont été tirées

du travail de Bouchagra [3].

Tableau (111.2) : Plan de Box-Behnken avec les réponses expérimentales (unité non codée).
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Essaie E/S temps C C%

1 80 5 40 8,70
2 160 5 40 3,02
3 80 15 40 19,86
4 160 15 40 13,88
5 80 10 20 18,87
6 160 10 20 13,78
7 80 10 60 23,93
8 160 10 60 19,25
9 120 5 20 16,63
10 120 15 20 26,47
11 120 5 60 13,97
13 120 10 40 25,83
14 120 10 40 28,03
15 120 10 40 23,64

Les données de ce tableau subiront un traitement statistique avec logiciel Minitab, pour

estimer les coefficients du modele mathématique.

2.1. Résultats statistiques et interprétation
Le traitement statistique de la réponse selon le plan de Box-Behnken donne les résultats

représentés dans le tableau de ’analyse de variance (ANOVA).

Tableau (111.3) : Analyse de variance pour C%

Source DL SC MS F P
Régression 6 539,706 89,951 4,3 0.031
Linéaire 3 173,89 395,504 26.39 0,017
Carré 3 365,816 121,939 5,82 0.021
Erreur résiduelle 8 167,484 20,935

L:i?:ﬁ:;fgﬁ:n . 6 157,848 26,308 546 0,163
Erreur pure 2 9,636 4,818

41



Chapitre 111 Résultats et discussion

Nous avons utilisé comme indicateur statistique les valeurs de P pour évaluer quels sont les
termes du modéle qui sont importants. D’aprés I’ANOVA (tableau Ill. 3), la valeur P=0,031
indique que le modeéle est significatif au niveau de confiance choisi (P< 0.05). D’autre part,
I’ensemble des effets linéaires avec la valeur de P=0,017 indique qu’il existe un effet linéaire
significatif pour les facteurs principaux. Il est suivi des effets carré qui lui aussi significatif
P=0,021, contrairement aux interactions entre facteurs, qui sont exclues automatiquement par

le logiciel.

En conclusion, nous avons trouvé un modéle acceptable (R?=76,3%) ce qui permet d’avoir
une idée sur I’influence des différents facteurs. Cependant, les valeurs résiduelles importantes

et le manque d’ajustement observé oblige une amélioration du modeéle.

3. Amélioration du modeéle

Dans notre étude, nous avons amélioré notre modéle en basant sur les deux approches

statistiques suivantes :
3.1. Détection des essais aberrants

Les essais aberrants sont des essais entachés d’une erreur trés importante et qui sont donc non
représentatifs du phénomene étudie.

L’examen du diagramme des réponses estimees en fonction des réponses mesurées (fig.2)
montre que malgré un acceptable coefficient de détermination, nous remarquons qu’il y a un
point s’écartent de la premicre bissectrice. Le balayage de ce point a ’aide d’une fonction du

logiciel Minitab, permet de déterminer le numéro de I’essai ; C’est I’essai numéro 12.
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Figure (111.1) : Graphique des C% estimés en fonction des C% mesurées.

3.2. Transformation de réponses

Par conséquent, dans le but d’améliorer la qualité de modélisation (résidus plus faibles), nous
I’avons recalculé le modele en considérant une autre réponse, c'est-a-dire: au lieu de
modeéliser les Yi comme une fonction des facteurs, on modélise les f(Yi) comme une fonction
des facteurs, avec f une fonction inversible. On garde la transformation qui minimise la

somme des carrés des résidus [5].

Lorsque 1’on utilise le modele (prédiction), on applique la transformation inverse f ! pour

revenir dans 1’unité initiale.

La transformation de la réponse choisie dans notre cas est Log(C%), la matrice cette nouvelle

réponse est représentée dans le tableau suivant :

Tableau (111.4) : Plan de Box-Behnken avec les réponses expérimentales (unité non codée).

Essaie E/S emps C LogC%
1 80 5 40 0,93
2 160 5 40 0,48
3 80 15 40 1,29
4 160 15 40 1,14
5 80 10 20 1,27
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6 160 10 20 1,13
7 80 10 60 1,37
8 160 10 60 1,28
9 120 5 20 1,22
10 120 15 20 1,42
11 120 5 60 1,14
13 120 10 40 1,41
14 120 10 40 1,44
15 120 10 40 1,37

Par conséquent, dans le but d’améliorer le modele obtenu, nous 1’avons recalculé en exclusion
la valeur de point aberrant. Les données du nouveau modéle obtenu sont résumees dans le
(tableaux 111.5).

Tableau (111.5) : Coefficients de régression estimés pour la conversion C(%).

Source Probabilité
E/S 0,008
temps 0,000
C 0,000
E/S*E/S 0,001

temps*temps 0,013

Cc*C 0,013
E/S*temps 0,074
temps*C 0,047

R-Sq =97,14% R-Sq (adj) = 92,58%

L’équation de régression polynomiale optimale pour le nouveau modéle s’écrit en unité non
codée comme suit :
Log C% =-0,584 + 0,03773 E/S + 0,0704 Temps - 0,0391 C - 0,000184 E/S*E/S
- 0,00599 Temps*Temps + 0,000377 C*C + 0,000386 E/S*Temps + 0,00127- Temps*C.
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Tableau (111.6) : Analyse de variance pour Log(C%).

Résultats et discussion

Source DI SC CM F P
Modele 8 0,80204 0,100256 2127 0.002
Linéaire 3 0,39582 0,13194 27,99 0.001
Carré 3 0,44748  0,14916 31,64 0.001
Interaction 2 0,05644  0,02822 5,99 0,047
Erreur residuelle 9 002357  0,004714

Inadequation 3 002110 0007035 570 0,153
de ’ajustement

Erreur pure 2 0.00246  0.00123

Totale 13  0,8256

R® = 97,14%,

R%aj. = 92,58%.

L’analyse de la variance (ANOVA) du nouveau modele obtenu (tableau I11.6), montre que

tous les termes sont significatifs. On conclut donc que le modéle amélioré est meilleur du

point de vue statistique.

4. Validation théorique du modele

La validation du modele est une des étapes fondamentales des plans d’expériences. Elle

consiste a comparer le résultat théorique d’une expérience calculée par le modele, avec le

résultat réel d’un essai.

Tableau (111.7) : Comparaison entre les résultats expérimentaux et les valeurs calculées

Essais LogC% LogC%
mesuré estimé
1 0,93 0,89
2 0,48 0,53
3 1,29 1,23
4 1,14 1,17
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5 1,27 1,29
6 1,13 1,08
7 1,37 1,44
8 1,28 1,23
9 1,22 1,22
10 1,42 1,44
11 1,14 1,11
12 1,07 1,85
13 1,41 1,40
14 1,44 1,40
15 1,37 1,40

Le diagramme des réponses mesurées, en fonction des réponses estimées, montre une forte

corrélation entre celles-ci (figure 111.2).

1,50

1,25

1,00

LogC% (mesuré)

0,75

0.50

0,50 0.75 1,00 1.25 1,50
LogC%(estimé)

Figure (111.2) : Graphique des log C% estimés en fonction des log C% mesureées.
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5. Optimisation de la réponse

L’étape finale consiste a trouver les valeurs des facteurs qui donnent la réponse optimale. A
partir du modele mathématique validé et a ’aide du logiciel, on réalise graphiquement les
contours 2D. Ces derniéres sont générées par le logiciel Minitab par la combinaison des 3

facteurs.

A chaque fois un des facteurs est fixé aux 3 niveaux, haut, bas et moyen, et la réponse (axe z)
est évaluée par rapport aux deux autres (axe x et axe y).Ces graphiques permettent de

rechercher des solutions optimales plus désirables

Diagramme de contour au niveau bas des facteurs

15,0 Temps*E/S LogC%
[ | < 06

W06 - 08

e o8- 10
1o - 12

100 12 - 14
W14 - 16

7.5 W16 - 18
[ | > 1,8

5'080 100 120 140 160 Hold Values
E/S 160

Temps 15

C 60

50 7.5 100 125 150
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Diagramme de Contour au niveau haut des facteurs

5 Temps*E/S 60 C*E/S LogC%
< 06
12,5 50 06 - 038
' os- 10
W 10- 12
10,0 40 W12 - 14
[ | > 14
7.5 30
Hold Values
E/S 80
*%% 100 120 140 160 g0 160 Temps 5
C 20
60 C*Temps
50
40
30
20
50 75 100 125 150
Diagramme de Contour au niveau moyen des facteurs
15,0 - Temps't/S LogC%
[ | < 06
W06 - 08
12,5
W os- 10
W10- 12
10,0 - 12- 14
W14- 16
75 W16- 138
[ | > 1.8
o Hold Values
E/S 120
Temps 10
C 40

60 C*Temps
50
40
30
20

80 100 120 140 160 80 100 120 140 160
50 75 100 125 150
Figure (111.3) : Diagramme de contours présentant les effets des différents facteurs sur la réponse.
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Les valeurs des facteurs permettant d’atteindre une réponse optimal ont été déterminées a
partir du diagramme du contour et a I’aide de la fonction ‘‘désirabilit¢’’ du logiciel, les

coordonnées du point optimal, soit :

- E/S = 117,97 mg de protéine par g de support
- Temps = 15 heures

- Concentration du tampon = 60 mmol/Il

La valeur de la réponse en ce point est égale a Log(C%) = 1,85, qui correspond a une
valeur de taux de conversion égale a 70,79%, cette valeur n’a jamais été obtenue lors des

15 expériences réalisées. Ce résultat est a priori tres intéressant.

Optimal /S Temps <

. High 160,0 15,0 60,0
PALLLY Cur [117,9798] [15,0] [60,0]
Predict Low 80,0 50 20,0

LogC%
Maximum
y = 1,8557
d = 1,0000

Figure (111.4) : Optimisation par la fonction Désirabilité .

I1 est donc clair que les conditions expérimentales d’immobilisation ont une action réelle sur
le fonctionnement de la protéine supportée et particulierement sur son activité qui est la
propriété la plus importante des enzymes. Cela est attribué a la qualité de la fixation de la

protéine sur le support qui a des répercussions en particulier sur la conformation de 1’enzyme.
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Dans le cas qui nous concerne, on peut expliquer les résultats optimaux des facteurs comme

suit :

Le temps d’immobilisation a un effet positif, ce qui permet I’occupation de la majorité du site
de support ; tout en sachant que chaque type de résine a un temps de saturation différent,

selon la capacité d’échange

Le rapport enzyme support influe positivement sur le taux de conversion tant. Ce résultat est
similaire a celles obtenus dans plusieurs travaux.

L’immobilisation de CRL sur Duolite (résine échangeuse d’ion) et I’immobilisation de lipase
meichei sur une résine échangeuse d’ion Indion 850 [3] ,indique que I’augmentation de
concentration de protéine augmente le taux de protéine ce qui influe positivement sur
I’activité jusqu'a au point critique ou la grande quantité de protéine fixée peuvent modifier la

conformation de I’enzyme.

- La concentration du tampon (ou force ionique) optimale est fixé au niveau haut qui explique
que le domaine de ce facteur n’a pas atteindre certain valeurs ou un phénoméne de
concurrence entre les ions de support et celle du tampon lors de I’immobilisation peut

apparaitre.
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Conclusion genérale

Au cours de ce travail, nous avons étudié I’influence des conditions expérimentales
d’immobilisation, sur le taux de conversion de la réaction d’acylation enzymatique du 1-
phényléthanol par 1’acétate de vinyle en présence de Lipase de Candida rugosa (CRL)

ITM

immobilisée sur une résine anionique, 1’Amberjet 4200CI"™, par la méthode des plans

d’expériences.

Les deux premiers chapitres de ce mémaoire ont été consacrés a une étude bibliographique sur
les enzymes et leurs réactions et les différentes techniques d’immobilisation et a la

présentation de la méthodologie des plans d’expérience.

Nous avons ainsi développé une étude quantitative (RSM) fondée sur la construction et
I’analyse des surfaces de réponses et La modélisation et I’optimisation par cette méthodologie

ont été effectuées a I’aide du logiciel MINITAB version 14.

Nous avons dans un premier temps mis en ceuvre un plan permet d’établir un modele d’ordre
2 de type Box-Behnken. Les trois facteurs choisies sont : le temps, le rapport:
enzyme/support, et la concentration du tampon, qui sont des parametres généralement decrit
comme important par de nombreux auteurs, puis la conversion a été modélisée en fonction de

ces trois facteurs.

Par conséquent, une amélioration du modéle obtenu a été réalisée en appliquant des approche
statistiques connues, le nouveau modele obtenue présente une amélioration statistique
intéressante, D’aprés les analyses statistiques, le modele obtenu est significatif, P <
0,05 et il présente une corrélation satisfaisante entre les valeurs mesurées et les valeurs
ajustées, R?=97,14% et R%jus= 92,58%.

La recherche des conditions optimales, effectuée par ’analyse des diagrammes des surfaces

de réponses et de contours, a permis de localiser la valeur optimale de la conversion,
C=70,79%. Celle-ci correspond aux valeurs suivantes des facteurs :

- E/S = 117,97 mg de protéine par g de support

- Temps = 15 heures

- Concentration du tampon = 60 mmol/l
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En conclusion, I'immobilisation des enzymes est un facteur important non seulement pour
leur stabilité, mais également pour I’impact que peut avoir la nature du support sur une qualité

primordiale des enzymes

En perspectives, nous envisageons de compléter ce travail en faisant I’appel a une validation

expérimental des résultats théoriques obtenues.
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Résumé

Lipase de Candida rugosa (CRL) est une enzyme industrielle importante qui est utilisée avec succes
dans une variété d'hydrolyse et des réactions d'estérification.

Ce travail est consacré a 1’étude de I’effet des conditions expérimentales d’immobilisation d'une
enzyme immobilisée & une résine anionique, I’ Amberjet 4200C1™ sur le taux de conversion de la
réaction d’acylation enzymatique du 1-phényléthanol racémique par I’acétate de vinyle. En utilisant la
méthode des plans d’expériences.

Trois facteurs importants (rapport enzyme/support, concentration du tampon et temps) ont été étudiés
par la méthodologie des surfaces de réponses (RSM), afin de déterminer les conditions optimales pour
une conversion maximale.

Model de second ordre estimée a donné des valeurs tout & fait cohérents avec ceux obtenus
expérimentalement, apres I’optimisation des résultats ont été identifiés des conditions expérimentales
qui donnent une valeur optimale pour le taux de conversion.

Mots clés : Lipase Candida rugosa (CRL), Taux de Conversion, Immobilisation, Optimisation,
Méthodoloaie des Surfaces de Réponse (RSM).

Abstract

Candida rugosa lipase (CRL) is an important industrial enzyme which is used successfully in a variety
of hydrolysis and esterification reactions.

This work is devoted to the study of the effect of experimental immobilization conditions
of an enzyme immobilized to an anionic resin, the Amberjet 4200 ClI M on the rate of conversion of
the enzymatic acylation reaction of the racemic 1-phenylethanol by vinyl acetate using the method of
design of experiments.

Three important factors (enzyme / substrate, buffer concentration and time) were investigated by the
methodology of response surface (RSM) , to determine the optimum conditions for maximum
conversion.

The model of second degree values obtained gave a completely consistent with those obtained
experimentally, after optimization of the experimental results have been identified conditions that give
optimum value for conversion coefficient.

Keywords: Candida Rugosa Lipase (CRL) , Conversion Rate , Immobilization, Optimization,
Response Surface Methodology (RSM).




