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Introduction

1. Introduction

Bien que la production de l'olivier soit répartie sur les cing continents, elle est surtout
prédominante dans la zone du Bassin Méditerranéen qui représente 98% de la surface des
arbres en production et 97% de la production totale d'olives. La production d’huile d’olive se
concentre principalement dans les pays du pourtour méditerranéen : Espagne, Italie, Grece,
Turquie, Syrie, Tunisie, Maroc et Algérie. La production de ces pays représente 94% de la
production mondiale [112].

Cependant, les huileries ainsi que les industries d’olive sont souvent confrontées a la
problématique de traitement de leurs effluents [122]. Elles colorent les eaux, et leur trés forte
charge en matieres organiques empéche ces eaux de Sauto-épurer. La pollution peut
s’étendre sur de trés longues distances. Plus de 1,5 millions de tonnes d’acides gras sont
produites annuellement a partir de différentes huiles et graisses. L’hydrolyse chimique
conventionnelle est conduite en procédés lourds avec déroulement de réactions secondaires

indésirables. Laréaction enzymatique permet, donc, d’éviter cesinconvénients [121].

Le développement de nouvelles biotechnologies, bio-industries et bio- raffineries est un défi
majeur pour I’avenir. Mais ces développements nécessitent la mise au point de
biocatalyseurs (que ce soient des microorganismes ou des enzymes) de plus en plus

performants mais aussi adaptés a une mise en ceuvre dans des conditions industrielles [38].

Les matiéres grasses ou lipides sont des composés trés énergétiques, insolubles et constitués
principalement de triglycérides (TG) qui sont des triesters de glycérol et d’acides gras saturés,
mono insaturés ou polyinsaturés. Les lipides constituent une grande partie de la biomasse et les

enzymes lipolytiques assurent le renouvellement métabolique de ces lipides [3].

Les lipases sont des enzymes ubiquistes que I’on retrouve aussi bien chez les organismes
inférieurs tels que les bactéries, les champignons ou levures que chez les organismes supérieurs
tels que les plantes et les animaux. Elles sont capables de catalyser I’hydrolyse d’esters glycérides

en milieu aqueux et la synthése d’esters en milieu non aqueux [37] [39].

g



Introduction

Il existe de nombreuses lipases qui différent par leur spécificité et par leur stabilité. Elles peuvent
étre en effet, spécifiques d’acides gras a chaines ou ne pas présenter de préférence particuliere.
Actuellement, elles sont largement utilisées dans les produits de nettoyage ménagers. Un grand
nombre de recherches est actuellement en cours pour le développement des lipases qui seront

utilisées en milieu alcalin comme détergents [36].

Le présent travail a pour principal objectif I’isolement ainsi que la purification de nouvelles
souches bactériennes possédant une activité lipasique et la détermination des facteurs culturaux
nécessaires pouvant permettre une meilleure croissance microbienne en plus d’une production
optimale de I’enzyme recherchée. En effet, cette recherche s’inscrit dans ce cadre général et
s’intéresse plus particulierement a la lipase utilisable dans la transformation et |e biofagconnement
des matieres grasses ou lipides. Par ailleurs, I’éude de I’inhibition de certains biofilms bactériens
dits de dégradation, qui se forment dans les différentes installations des industries alimentaires,

par cette enzyme sera également menée.

-~
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2. Généralité
2.1. Lesenzymeslipolytiques
2.1.1 Définitions et caractéristiques:

Les enzymes lipolytiques forment une classe d'enzymes parfaitement solubles dans I'eau. Elles
sont responsables de I'hydrolyse des lipides. Elles agissent sur des substrats lipidiques insolubles
dans I'eau mais qui sorganisent spontanément au contact de I'eau pour former des émulsions, des

micelles, des liposomes ou des films mono moléculaires[3].

Les carboxylestérases (Carboxyl ester hydrolase) comprennent deux groupes d'enzymes, a
savoir non spécifiques estérases (E C 3.1.1.1) et les lipases (E C 3.1.1.3) qui ont été différenciés sur
la base de leur specificité de substrat. Les estérases hydrolysent des solutions d'esters de chaine acyl
court soluble dans I'eau et sont inactifs contre les triacylglycérols a longue chaine insoluble dans
I'eau [22] [146]. Elles sont localisées dans le réticulum endoplasmique et dans le cytosol de
différents tissus, mais elles sont abondantes dans le foie. Elles ont une large spécificité en substrat :

amides, esters, thioesters et hydrolyse un grand nombre des composés de différentes structures. Elles

ont un réle important dans |”élimination des produits toxiques et xénobiotiques [71].

Les lipases font partie de la classe des hydrolases d’esters carboxyliques, elles sont
largement présentes chez les plantes et chez les animaux ainsi que chez les microorganismes
[41]. Ces enzymes appartiennent au groupe des sérines hydrolases et n’exigent la présence

d’aucun cofacteur nécessitant la régénération pour leur activité [121] [34].

D’apres Jaeger et al. (2002); Les lipases sont définies comme étant des carboxyl-estérases
catalysant I'hydrolyse et la synthése d'esters formeés de glycérine et des acides gras de longues
chaines [37]. Ces enzymes présentent une grande spécificité au substrat et dégradent souvent des
esters du p-nitrophenyl de I'acyle, Tweens et phospholipides avec la sélectivité vis-a-vis de position,
stéréo, et de lalongueur de chaine. Les lipases ressemblent aux estérases, mais elles se different par

leur capacité d'agir sur les esters insolubles dans I'eau [45] [98].

-
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Contrairement aux estérases qui ont un comportement cinétique de Michaelis, les lipases
sont faiblement actives en présence d’une solution monomérique vraie d’esters. Quand on
augmente la concentration en substrat, I’activité de la lipase est considérablement accrue avec
un substrat insoluble (comme I’émulsion). Les lipases ont été définies également comme une

catégorie spéciale d’estérases efficaces dans I’hydrolyse de molécules agrégées [5] [121] .

Les lipases catalysent, a I’interface eau - lipide, I’hydrolyse des liaisons esters formées par des
acides gras et du glycérol [36] [37]. Dans le milieu eau /solvant organique immiscible, elles sont
également capable de catalyser laréaction réversible de synthése et échangeuse de groupes d’esters et
résolution de mélange racémique en acools et acides optiquement actives (Figure 1). Certaines
lipases sont capables d'hydrolyser des phospholipides, des esters de cholestérol et méme parfois
certains esters synthétiques [41] [5].

L'estérase au contraire agit sur les esters dissous et elle est incapable d'attaquer les esters
émulsifies [71]. L'éude de ces enzymes a contribué a |'élaboration d'une enzymologie interfaciale,
la catalyse se produit en milieu hétérogene a l'interface huile-eau. 1l en résulte que les propriétés
biochimiques de ces enzymes dépendent autant de la qualité de cette interface que de certains

paramétres classiques tels que le pH ou laforceionique [3].

Les lipases et les estérases sont des biocatalyseurs importants et sont particuliérement adaptés
pour des applications industrielles, comme ils sont trés stables et actif dans des solvants organiques
[86].

9
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Figure 1 : Réaction enzymatique catalysant |I’hydrolyse ou la synthese de triglycéride[1] [75].

2.2. Origines deslipases

Les lipases sont largement répondues dans la nature ou elles ont un réle physiologique important
dans le métabolisme des graisses. On les retrouve auss bien dan le régne végétal ; chez les
invertébrés et les vertébrés mais également chez des nombreux microorganismes, principaement

sous forme de protéines extracellulaires[71] [5].

2.2.1. Leslipases végétales

Les lipases sont largement répondues au sein de la plante bien qu’on les retrouve principal ement
dans les graines ou les triglycérides sont stockés dans des structures intracellulaires appelées
oléosomes (oil bodies). Sous I’action de lipase ces triglycérides sont hydrolysés sous forme d'acides
gras dont le réle est de fournir I'énergie nécessaire ala germination de la graine et au développement

delajeune plante[5].

Les lipases végétales peuvent étre classées en trois grands groupes. Le premier groupe est
constitué par les triacylglycérols hydrolases qui sont principaement présentes dans les graines. Leur

étude revét une importance économique capitale puisqu'elles sont responsables en grande partie de

5,
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I'altération des graines pendant le stockage. Les constituants du second groupe, dénommes
acylhydrolases, sont présents dans divers tissus de la plante. Ces enzymes présentent peu de
spécificité pour leur substrat ; elles sont incapables d'hydrolyser les triglycérides mais elles peuvent
catalyser certaines réactions de transestérification. Les principales acylhydrolases sont les
phospholipases A et B ; les glycolipases, les sulfolipases et les monoglycérides lipases. Le troisiéme

groupe est constitué par les phospholipases C et D [147].

Les lipases végétales interviennent également dans le métabolisme, le réarrangement et la
dégradation de la chlorophylle lors de la croissance et de la sénescence des feuilles ainsi que dans le
processus de mdrissement des fruits. Par exemple, les chlorophylases (chlorophylle-chlorophylido
hydrolases), présentes dans la membrane des thylakoides des chloroplastes, interviennent dans le
catabolisme de la chlorophylle. Chez les plantes supérieures, les lipases interviennent dans la
biosynthese de transducteur intervenant dans les mécanismes de régulation ou de défense contre une
variété de pathogenes. En effet, les oxylipines octadécanoiques telles que |'acide jasmonique sont
synthétisées a partir d'acides gras, notamment d'acide o—linolénique, en présence de lipases
membranaires. Certaines protéines végétales possédant une activité lipolytique peuvent avoir un
effet cytotoxique pour les cellules animales. Par exemple, laricine, une glycoproténe isolée de la
graine de Ricinus communis, induit le blocage de la synthese des protéines par inactivation des
ribosomes. Leur éude a permis leur utilisation comme immunotoxines dans le traitement de certains

cancers[9].

D'un point de vue industriel, I'intérét des lipases végétal es n'a cessé de saccroitre depuis quelques
années, notamment dans le domaine de la biotransformation de lipides. En effet, les lipases
végétales sont facilement isolées a partir de graines et elles présentent des spécificités de substrat
atypique comparées aux lipases microbiennes. Par exemple, la lipase des graines de colza
(Brassica napus), obtenue par simple homogénéisation de graine dans un tampon adéquat, est
utilisée industriellement dans la modification d'huile de tournesol ou dans |'enrichissement de I'huile

de primevére en acide y-linolénique [147] [5].

-
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2.2.2. Leslipases de mammiferes:

Les lipides congtituent pour les mammiféres une source énergétique essentielle et avantageuse de
par leur faible densité. Chez I'hnomme, ainsi que chez d'autres vertébreés, les lipases interviennent dans
le contrle de la digestion, de I'absorption et de la reconstitution des graisses. Les lipases de
mammiferes peuvent étre classées en trois groupes. Le premier est constitué par les lipases associées
aladigestion, telles que les lipases linguale, pharyngale, gastrique et pancréatique. Le second groupe
correspond aux lipases présentes dans le cerveau, les muscles, les artéres, lesreins, larate, lalangue,
le foie et les tissus adipeux. Le troisieme groupe correspond aux lipases produites par les glandes
galactogenes produisant le lait maternel. En effet, les lipases jouent un réle important dans la
digestion chez le nouveau-né dont I'alimentation est riche en lipides. Les tissus adipeux contiennent
également une lipase hormonosensible qui est activée par les hormones lipolytiques, telles que le
glucagon, via un mécanisme de phosphorylation et déphosphorylation spécifique dépendant de
I'AMP cyclique [42] [5].

Les lipides de mammiféres les plus étudiées sont les lipases liées ala digestion des graisses et leur
absorption. Il s’agit de lalipase gastrique, de la lipase pancréatique, de lalipoprotéine lipases et de la
lipase hépatique. Des études de la structure de leurs génes suggérent que ces différents enzymes

dérivent d’un ancétre commun [5].

2.2.2.1. Leslipases gastriques:

La lipase gastrique, secrétée par la muqueuse gastrique, hydrolyse les lipides alimentaires dans
I”’estomac. Elle ne nécessite pas la présence de cofacteurs pour étre active ; elle est stable et active a
des valeurs de pH proche de 1 et elle est résistante & la pepsine ainsi qu’aux protéases gastriques
[146].

-



Partie bibliographique

2.2.2.2. Leslipases pancréatiques :

La lipase pancréatique est le principa enzyme responsable de la digestion des lipides
alimentaires. Elle agit principaement sur les diglycérides libérés par la lipase gastrique. Elle est
secrétée dans le duodénum et fonctionne a des pH légérement alcalins, contrairement a la lipase
gastrique. Au niveau jéunal, les sels biliaires émulsifient les triglycérides alimentaires liposol ubles,
afin de permettre a la lipase pancréatique hydrosoluble d’agir sur I’interface lipide-eau. 1l se produit

ains une lipolyse destinée a permettre la résorption intestinale des graisses [42].

Figure 2 : Schéma présenté d’une lipase pancréatique du couchons.

Les produits de la lipolyse sont, suite a son action, véhiculés a I’aide des agents tensioactifs
naturels que sont les sels biliaires. L activité de la lipase pancréatique peut s’exercer en présence ou
en absence des sels biliaires. En leur présence, la lipase s’adsorbe d’abord a I’interface lipide / eau

avant d’hydrolyser les esters carboxyliques [142].

Par contre, en présence de ces sels biliaires, la lipase pancréatique est inactive, mais son activité
est restaurée par un cofacteur protéique appelé colipase. Les sels biliaires sont essentiels pour
I’assimilation des lipides. En effet, sans I’interface eau/lipide de I’émulsion formée avec les sels

biliaires, lalipolyse des triglycérides serait 2 a 4 fois moins efficace [42] [140].

-
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2.2.2.3. Lalipoprotéinelipase:

Elle joue un role dans le métabolisme intermédiaire des lipides. Elle permet I’hydrolyse et
I”adsorption, par les tissus, des triglycérides transportés dans le sang sous forme de lipoprotéines
(VLDL, LDL, HDL) [145].

2.2.2.4. Lalipase hépatique:

Elle joue également un réle dans |e métabolisme des lipoprotéines circulant dans le sang. Elle est
capable d’hydrolyser les glycérides, les phospholipides, et les esters de cholestérol. Elle peut aussi
catalyser latransestérification entre glycérides [5].

2.2.3. Leslipases microbiennes:

Les lipases sont largement répondues chez les bactéries, les levures et les champignons
filamenteux. Elles sont aussi bien produites chez les bactéries Gram (+) telles que celles de genres
Bacillus et Staphylococcus que par des bactéries Gram (—) telles que Pseudomonas. Elles sont
également largement répondues chez les levures du genre Candida ou Geotricum ainsi que chez les

champignons filamenteux tels que Rhizopus ou Thermomyces [136].

L’intérét des lipases microbiennes n’a cessé de S’accroitre au cours de ces dernieres annees,
principalement en raison du grand nombre d’application qu’elles offrent dans des domaines tres
variés[2]. Leslipases microbiennes présentent comme avantages d’une part, d’avoir des procédés de
fabrication relativement simples comparés aux lipases d’origine animal et d’autre part, d’avoir une
grande stabilité vis-avis de la température, des détergents et des enzymes protéolytiques. Ces
caractéristiques ont permis le développement de nombreuses applications pour les lipases

microbiennes qui ont abouti a de nombreux produits commerciaux [1] [44].

-
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2.2.4. Lescutinases:

Les cutinases sont des enzymes produites par différents champignons pathogenes et
phytopathogénes tels que Fusarium solani, qui est I’agent responsable de la formation de mycétome
chez I’homme ou tels que Fusarium oxysporum radicis-lycopersici qui est responsable de la
pourriture de la racine et du collet chez de tomate et certaines céréales. Elles sont des enzymes qui
peuvent étre apparentées aux lipases et estérases a la différence qu’elles ne nécessitent pas
d’activation interfaciale pour étre efficaces. Comme elles sont actives aussi bien en solution
moléculaire vraie qu’en systéme bi phasique, les cutinases sont en quelque sorte le lien entre
estérases et lipases [79] [5].

L es cutinases sont capables de dégrader la cuticule des végétaux en clivant les liaisons esters des
polymeres de cutine. Elles sont également capables d’hydrolyser des triglycérides a courtes chaines

d’acides gras avec une efficacité comparable a celle de lipase pancréatique [135].

2.3. Classification des lipases bactériennes:

Les lipases microbiennes ont été regroupées en plusieurs sous-familles sur la base de leurs
ségquences en acides aminés ains que des propriétés hiologiques fondamentales [53]. Cette
classification permet de prédire les caractéristiques structuraes comme les résidus du site
catalytique ou la présence de ponts disulfures, le mécanisme de sécrétion et I’exigence d’une
protéine chaperonne spécifique a certaines lipases, et les relations potentielles avec d’autres familles
d’enzymes [43]. Elle permet aussi une identification plus facile et plus rapide de nouvelles enzymes
lipolytiques microbiennes [142].

Cependant la découverte constante de nouvelles lipases ains que leurs caractérisations
conduiront a I’évolution de cette classification. Récemment, I’analyse de la relation sequence-
structure — fonction de 1367 séquences protéiques correspondant aux 806 lipases répertoriées dans la
base de données LED (lipase Engineering Database) a permis de les classer en 16 superfamilles et
38 familles homologues [43] [5]. Dans cette banque de données sont intégrées des informations
sur la séquence, la structure et la fonction des lipases, des estérases et des protéines
apparentées [82] [142] ( Tableau 1).
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La famille | : elle comprend un total de 22 membres divisé en 7 sous-familles [44]. Les sous-
familles 1-1 et 1-2 : les lipases de Pseudomonas de groupe | et Il sont codées ensemble dans un
opéron avec leur analogue chaperonne intramoléculaire qui ont été désignés Lif (lipase spécifique
foldases) [1].

Ces lipases sont secrétées viale chemin de type |1 tandis que ceux appartenant ala sous-famille
[-3 utilisent le chemin de sécrétion de type | [48].

Les lipases de Bacillus regroupées en sous-famille 1-4 sont les plus petites connues avec une masse
moléculaire de 19.6 KDa. Elles semblent étre bien adaptées pour |es applications de la biotechnologie
c’est comme la lipase de B. thermocatenulatus appartenant a la sous-famille -5 [114]. La lipase de
Saphylococcus hyicus et S. aureus appartiennent aux meilleures lipases provenant des bactéries
Gram positives [82] [138].

La famille 11 : elle a été décrite auparavant comme une nouvelle famille des enzymes lipolytiques
avec une fonction inconnue. Jaeger K. E. et al. (1993) ont gouté a cette famille I’estérase qui est

située dans la membrane externe de P. aeruginosa [52].

La famille 111 : Les membres de famille 111 contiennent les lipases extracellulaires de Streptomyces

sp. et la souche psychrophile de Moraxella sp. [51].

La famille IV : Les membres de cette famille appartiennent au groupe de lipases de bactéries
psychrophiles adaptées au froid (Moraxella sp, Pseudomonas sp) [54], Leurs lipases montrent une
similitude aux lipases de mammiferes sensibles aux hormones. La famille V présente des analogies
structurelles aux : déhalogénases, haloperoxydases et époxydes hydrolases, qui exprime

probablement le plie o/f hydrolases comme une caractéristique de structure tertiaire [82].

La famille VI : Elle classe les estérases qui ont été identifiées a partir de séquences génomiques
(Synevhocystis sp, chlamydia trachomatis). Ces petites protéines sont probablement situées dans le

cytoplasme bactérien avec une similarité au lysophospholipases de mammalien [82].
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Tableau N° 1 : Classification de lipases bactériennes [82] [44].

Famille sous souches productrices N° accession Similitude Propriété
famille d’enzyme %
I 1 Pseudomonas aeruginosa (LipA) D50587 100 Lipase
Pseudomonas fluorescens C9 AF 031226 95 vraie
Vibrio cholerae X16945 57
Pseudomonas aeruginosa (LipC) U75975 51
Acinetobacter calcoaceticus X80800 43
Pseudomonas fragi X14033 40
Pseudomonas wisconsinensis u88907 39
Proteus vulgaris U33845 38
2 Burkholderia glumae X70354 35
Chromobacterium viscosum Q05489 35
Burkholderia cepacia M58494 33
Pseudomonas luteola AF050153 33
3 Pseudomonas fluorescens SIKW1  D11455 14
Serratia marcescens D13253 15
4 Bacillus subtilis (LipA) M74010 16
Bacillus pumilus A34992 13
Bacilluslicheniformis U35855 13
Bacillus subtilis (LipB) C69652 17
5 Geaobacillus stearothermophilusL1 U78785 15
Geobacillus stearothermophilusP1  AF237623 15
Geobacillus thermocatenulatus X95309 14
Geobacillus thermoleovorans AF 134840 14
6 Staphylococcus aureus M12715 14 Phospholipase
Staphylococcus haemolyticus AF096928 15
Staphylococcus epidermidis AF090142 13
Staphylococcus hyicus X02844 15
Staphylococcus xylosus AF 208229 14
Staphylococcus warneri AF208033 12
7 Propionibacterium acnes X99255 14
Streptomyces cinnamoneus U80063 14

e
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2.4. Lipases comme biocatalyseurs:

Les lipases peuvent catalyser un grand nombre de réactions alant de I'hydrolyse a l'estérification
sans oublier les réactions d'alcoolyse et dacidolyse. Cette particularité des lipases de catalyser
diverses réactions en fonction du microenvironnement de I'enzyme, ainsi que leurs spécificités et

leurs conditions douces de réactions, les rendent intéressantes du point de vue industriel [5] [37].

Les lipases ont également la capacité de réaliser des réactions de synthése tel que I'estérification
(réaction entre un acide et un alcool), la transestérification (ester et alcool) et I'interestérification
(ester et ester) ains que dans des réactions de transfert du groupement acyle d'un ester sur d'autres,

nucléophiles tels que des amines ou des thiols (Figure 3) [112].

2.4.1. Réaction d’hydrolyse:

L'hydrolyse de triglycérides en acides gras et en glycérol constitue une réaction importante dans
les processus industriels des huiles naturelles et des graisses. L’hydrolyse permet la production
d’acides gras pouvant étre convertis en alcool gras, ou employés dans des réactions d’estérification
ou de transestérification [82] [38].

2 .4.2. Réaction de synthése:

En plus de leur fonction naturelle d’hydrolyse, les lipases possédent également la capacité de
synthétiser des esters : la quantité d’eau du milieu détermine le type de la réaction favorisée. Dans les
réactions d’estérification aI’aide de biocatalyseurs, I’eau est un produit de la réaction. A partir d'une
certaine teneur, elle affecte I'équilibre de la réaction entrainant la réaction inverse: I'hydrolyse [1]
[54].

2.4.2.1. Latransestérification :

La transestérification comprend trois réactions qui sont: interestérification, alcoolyse et acidolyse.

Elle implique la réaction d'un groupe acyle avec un alcool (acoolyse) ou avec le glycérol
(glycérolyse) [37] [38].
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A) Interestérification :

Lors de la réaction d’interestérification un groupe acyle est transféré a un acide gras
(acidolyse) ou a un ester d'acide gras [1]. Certaines huiles végétales, comme par exemple I’huile de
palme et I’huile d’amande douce, présentent des limites d’applications a cause de leur teneur élevée
en acides gras saturés qui sont associés aux maladies cardio- vasculaires. Pour élargir leur utilisation
commerciale ces huiles végétales peuvent étre modifiées physiqguement (par fractionnement) ou
chimiquement, par mélange avec  d’autres huiles ou par  traitement enzymatique
(interestérification). De telles modifications des huiles et des matiéres grasses permettent également

aux industries de répondre ala demande des consommateurs en produits plus sains [47] [112].

L utilisation des solvants en interestérification nécessite une désodorisation du produit final, en
revanche I’interestérification enzymatique réalisée en absence de solvants organiques, est une tres
bonne aternative. De plus I’utilisation de lipases spécifiques des positions sn'1 et sn 3 des
triglycérides, permet d’obtenir des produits avec des caractéristiques qui ne pourraient pas étre

obtenues par interestérification chimique [38].

B) Alcoolyse: C’est une réaction dun ester avec un alcool monovaent tel que I'éthanol et
butanol ou un alcool polyvalent tel que la glycérine pour produire un ester avec des différents
groupes d’alkyl [112] [81].

¢) Acidolyse: C’est une réaction d'un ester avec un acide qui méne a un changement de groupe

acyle (un groupe acyle est transféré a un acide gras) [81].

15
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e Hydrolyse:

RCOOR’ + H-0 —  » RCOOH + R’OH

e Synthese:
-Estérification:

RCOOH + R’OH - RCOOR’ H-.0
-Interestérification

RiCOOR’; + R,COOR’, | RiCOOR’,; + RCOOR’;
-Alcoolyse:

RiCOOR’; + R;OH Ri1COOR ; R;” OH
- Acidolyse:

R;COOR’; + R,COOH — Ri;COOR,; + R;’ COOH

Figure 3: Réactions catalysées par leslipases[47] [40].
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2 .5. Spécificité deslipases

La spécificité d’action des lipases par rapport aux triacylglycérols fait appel a trois notions
différentes:

25.1. Latyposélectivité:

Latyposélectivité ou spécificité par rapport a un type d’acide gras donné, les lipases peuvent étre
également spécifiques vis-avis de I’acide gras. Lalipase de Geotrichum candidum est spécifique des
acides cis-9 insatures, et ceci quelque soit leur position sur le glycérol [134] [53] [142] et celle de

Penicillium requeforti est spécifique des acides gras a courte chaine [5].
2.5.2. La régiosdectivité:

La régiosélectivitéou specificité de position ; qui représente le pouvoir d’hydrolyser
préférentiellement les esters primaires (en position externe sn-1 ou sn-3) ou secondaires (en position
interne sn-2) des triacylglycérols [49]. La lipase pancréatigue humaine (HPL), la lipase
pancréatique porcine (PPL) et la lipase de Rhizopus arrhizus (RAL) sont ains régiosélectives
vis&vis des esters d’acools primaires en position sn-1 et sn-3 des triglycérides [53]. Les
lipases de Staphylococcus aureus, Staphylococcus acnes et de Chromobacterium viscosum
hydrolysent indifféremment les positions sn-1, sn-2, sn-3 tandis que celles de Pseudomonas
geniculata et de P. fragi sont spécifiques de la position sn-1 et sn-2. Les lipases de Pseudomonas

glumae et de Pseudomonas fluorescens semble quant a elles étre spécifiques de la position sn-2 [5]

L’hydrolyse de groupements esters en position sn-2 est catalysee par trés peu d’enzymes et seule

lalipase de Candida antarctica a montré une préférence nette pour cette position [134].

Certaines lipases hydrolysent indifféremment tous types de liaisons esters des triglycérides, ne
faisant pas de discrimination entre leurs positions dans la molécule. Ce sont par exemple les lipases
de Penicillium expansum et de P. cepacia (Figure 4) [53] [38] [5].
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Figure4 : ldentification des liaisons esters potentiellement hydrolysables par les lipases [49].

25.3. Enantiosélectivité:

L’énantiosélectivité c’est la capacité d’une lipase a discriminer entre deux énantioméresd’un
mélange racémique, dans le cas d’une molécule chirale (par exemple des triacylglycérols comportant
trois acides gras différents) [45]. Dans le cas de molécules prochirales (triacylglycerols comportant
trois acides gras identiques), la stéréosélectivité représente la capacité de discriminer un groupement
stéréo hétérotopique mais homomorphique par rapport a I’autre (positions sn-1 contre sn-3) [133]
[144].

'
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2 .6. Séquence, structure et mécanismes d’hydrolyse:

C’est au début des années 1980 que les premiéres lipases et estérases ont été purifiées et
caractérisées au point de vue biochimique [111].

Les lipases sont des enzymes tres variables de par leurs origines et leurs specificités de substrats.
Les plus petites ont des masses mol éculaires de 20-25 K Datandis que les plus grosses ont des masses
moléculaires de 60-65 KDa. Les premiéres structures cristallographiques publiées ont été celles de
lipases du champignon filamenteux Rhizomucor miehel et de lipase pancréatique humaine [5]
[140Q].

Bien que les séquences peptidiques montrent trés peu des similitudes entre elles, principal ement
en raison de I’ hétérogénéité de leur origine, les lipases présentent dans I’ensemble la méme structure
tridimensionnelle [5].

2.6.1. Lesa/p hydrolases:

Le repliement a/p est le motif de base de nombreuses hydrolases telles que les lipases et les
estérases mais egalement |’acétylcholine estérase, la carboxypeptidase, |a diénelactone hydrolase,
I”’hal oalkane déhalogénase. Ces enzymes ont tous en commun un domaine structural central typique

formé par 8 brins p connectés par 6 hélices o formant un repliement dit : a/p (Figure5).

Autour de ce domaine central, viennent se greffer diverses structures peptidiques responsables des
propriétés catalytiques de I’enzyme ainsi que la spécificité de substrats. Le site catalytique des lipases
est congtitué d’une sérine, d’une histidine et d’un acide carboxylique (Asp, Glu) dont I’ordre
d’apparition dans la séquence primaire est : Ser — Asp / glu-His[36] [43].

De plus, la sérine catalytique est généralement incluse dans la penta peptide Gly-X1-Ser-X2-Gly
ou X1 et X2 représentent un acide aminé variable. Ce penta peptide est, en général, la seule portion
de séquence peptidique conservée chez les lipases. La sérine catalytique est toujours située dans un
coude nucléophile situé & I’extrémité C- terminale du 5™ brin p et immédiatement suivi d’une hélice
a. L’histidine de la triade catalytique est située a I’extrémité carboxyle-terminale du dernier brin de
feuillet constituant le repliement a/f tandis que I’acide carboxylique est généralement situé a
I>extrémité du 7°™ brin, sauf pour la lipase pancréatique ol il est situé a1’ extrémité du 6™ brin [43]

[5].

1o
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i
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Figure5 : Schéma de repliement o/ [53].

2.6.2. M écanismes enzymatiques d’hydrolyse :

Le mécanisme enzymatique des lipases montre quelques similitudes avec celui des protéases a
serine active. Contrairement aux autres hydrolases, le site actif des lipases est généralement recouvert
d’une boucle peptidique formée par une hélice a amphiphile d’une quinzaine d’acides aminés qui agit
comme un volet (lid). Lorsque cette hélice a recouvre le site actif, I’enzyme est dans sa forme fermée
ou inactive. Dans cette conformation, la face hydrophobe de cette hélice amphiphile est en interaction
avec des résidus hydrophobes entourant le site actif tandis que sa face hydrophile interagit avec des

molécules d’eaul. Le substrat ne peut donc pas étre en interaction avec latriade catalytique [5].

Dans la forme active ou ouverte de I’enzyme et suite au mécanisme d’activation interfaciale, il y a
un déplacement de I’hélice constituant le volet. La face hydrophobe de I’hélice orientée auparavant
vers I’intérieur du site actif s’expose au solvant, créant une surface hydrophobe supposée interagir

avec I’interface eau / corps gras. Le site actif de I’enzyme est des lors accessible aux substrats [37].

La résolution de structures cristallographiques des lipases de R. miehel, de Geotrichum candidum
et de lalipase pancréatique humaine [140], apermis de mettre en évidence I’existence de cette hélice
amphiphile recouvrant le site catalytique. Cependant, Certaines lipases sont capables d’hydrolyser
des lipides en dessous de leur concentration micellaire critique et il a montré que I’augmentation de

leur concentration au-dela de leur CMC n’entraine pas une brusgue augmentation de la lipolyse. Pour

2
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expliquer cette observation, I’hypothese la plus plausible est qu’il existe, en solution aqueuse, un
équilibre entre forme ouverte et forme fermée de I’enzyme et que le passage vers la forme ouverte

correspond au déplacement de cette hélice oo amphiphile recouvrant le site actif [53].

D’un autre c6té, il a été démontré que méme en deca de leur CMC, Les molécules de substrat ont
tendance a former de petits agrégats formant des micelles transitoires pouvant conduire au

mécanisme d’activation interfaciale [5].

D’autre part, des études cinétiques et structurales d’enzymes lipolytiques telle que la cutinase de
Fusarium solani , des lipases de Candida antarctica, de Pseudomonas aeruginosa (Figure 6) et de
Bacillus subtilis ainsi que de la lipase pancréatique du cochon d’Inde ont montré d’une part, qu’elles
étaient actives sur des esters carboxyliques partiellement solubles en phase aqueuse (Tributyrine,
butyrate de p-nitrophényl) et d’autre part, qu’elles ne présentaient pas de mécanismes d’activation
interfaciale [146] . Pour certaines de ces enzymes, les analyses cristallographiques ont mis en
évidence I’absence de I’hélice amphiphile recouvrant le site actif. En conséquence, ces lipases sont
plutbt classer comme étant des estérases bien qu’étant capables d’hydrolyser des triglycérides a
longues chaine d’acides gras insolubles en phase aqueuse [134].

Figure 6 : Structure de lalipase de Pseudomonas aerogenosa [4].

Sur la base de données cristallographique, certains résidus, différent de ceux de la triade

catalytique, semble étre importants dans le mécanisme catalytique. Ces résidus forment ce que I’on

2
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dénomme le trou de I’oxydation. Leur rble serait essentiellement de stabiliser des intermédiaires
tétraédriques. Pour la lipase de Humicola lanuginosa, I’azote des fonctions amides de Ser 83 et de
Leu 147 ains que le groupement hydroxyle de la Ser 83 forme des liaisons hydrogéne avec les
intermédiaires tétraédriques. Dans le cas de la lipase de Candida rugosa, ce sont les azotes des
fonctions amides des Gly 123 et Gly 124 ainsi que I’Ala 210 qui semble remplir la méme fonction
(Figures7 et 8) [79].

L’hydrolyse d’un ester carboxylique par la triade catalytique peut se décomposer en six grandes
étapes. Tout d’abord, e carbone de la fonction carboxylique du substrat subit une attaque nucléophile
du groupement hydroxyle de la sérine dont le caractére nucléophile est augmenté par le résidu
histidine suite &la formation d’une liaison hydrogene. L’anneau imidazole de I’histidine devient alors
protoné et chargé positivement. Cette charge positive est stabilisée par une charge d’un résidu acide
(Asp., Glu). Il résulte laformation d’un premier intermédiaire tétraédrique, stabilisé par deux liaisons
hydrogenes avec des résidus du trou de I’oxyanion. Par la suite il y a libération d’une molécule
d’alcool, formation de I’acyl-enzyme et attague nucléophile de I’acyl- enzyme par une molécule
d’eau. Cette seconde attague nucléophile aboutit & la formation d’un second intermédiaire
tétraédrique, stabilisé par le trou de I’oxynation. Finalement, il y alibération de I’acide gras et retour

de I’enzyme dans sa conformation initiale [4] [5].
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Fig. 7 : Représentation de conformation fermée (a) et ouverte (b) delalipase de

Rhizomucor miehei [48].
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Figure 8 : Représentation de conformation fermée (a) et ouverte (b) delalipase de

Candida rugosa [43].

Le mécanisme d’action de la lipase pancréatique met en ceuvre des phénomenes tres complexe.
Une Co-lipase est nécessaire pour assure la fixation de I’enzyme sur le substrat. Le mécanisme
d’activation interfaciale est dans ce cas sujet a controverse. En effet, Hermoso et ses collaborateurs
ont démontré en 1997 que le systeme lipase-colipase-micelle (=sels biliaires) est activé dans I’eau

avant dergjoindre I’interface [5].
2.6.3. Cinétique d’hydrolyse
2.6.3.1. L activation interfaciale des enzymes lipolytiques

L’une des caractéristiques cinétiques la plus typigque des enzymes lipolytiques est bien I’activation
interfaciale. Ce phénomeéne a été décrit dés 1936 par Holwerda puis en 1945 par Schonheyder et
Volqgvartz. Ces derniers auteurs ont montré trés clairement, en utilisant de la tricaproine comme
substrat pour la lipase pancréatique, la tres faible hydrolyse d’une solution moléculaire vraie de ce
substrat mais par contre une activité hydrolytique tres élevée pour des concentrations en tricaproine
supérieures a sa limite de solubilité dans I’eau. En 1958, Sarda et Desnuelle ont établi une différence
fondamentale entre un ester classique et la lipase pancréatique selon leurs capacités respectives a

hydrolyser & une plus grande vitesse les substrats insolubles dans |’eau [ 3] [5].
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Au contraire de I’estérase, qui possede un comportement classique de type Michaélis -Menten, la

lipase catalyse trés faiblement I”hydrolyse du méme substrat en solution monomérique vrais [148].

Cependant, au-dela de la limite de solubilité dans I’eau de la triacétine; on observe une
augmentation trés importante de I’activité enzymatique sur le méme substrat a I’état émulsifie.
Apparemment, les estérases sont seulement actives sur les esters solubles dans I’eau tandis que les
lipases constituent une catégorie particuliére d’estérases capables d’hydrolyser rapidement des esters

agrégés [1] [3]. Ce phénomene d’activation interfaciale est illustré sur la figure 9.
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Figure9 : Hydrolyse de latriacétine par I’estérase du foie de cheval et lalipase pancréatique de porc.
Dépendance de la vitesse d’hydrolyse en fonction de la concentration en substrat exprimée en multiple de la
saturation [3] [5] [37].

Il a d§ja éé mentionné que les lipases agissent sur des composes insolubles en phase aqueuse et
que la réaction se déroulait a I’interface eau/corps gras. De ces propriétés atypiques résulte une
cinétique d’hydrolyse particuliere. La premiére étapeconsiste en |’adsorption de I’enzyme a
I’interface eau/I’huile selon un isotherme de Langmuir. La réaction se déroulant dans un systeme
biphasique, la vitesse d’hydrolyse dépond non seulement de la quantité de substrat présent dans le
milieu mais également de I’aire interfaciale [37] [141].
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Cette adsorption provoquant I’activation de I’enzyme par déplacement de I’hélice a amphiphile
recouvrant son site actif. La seconde consiste en la formation d’un complexe enzyme /substrat qui,
aprés hydrolyse, conduit aux produits de la réaction. Cette seconde étape peut étre décrite par un
modéle de MichaelisMenten «interfaciale» dans lequel les concentrations en substrat sont

exprimées en mode par unité de surface plutt qu’en mole par unité de volume [3] [1] [5].

Figure 10 : Représentation schématique du mécanisme d’activation interfaciale de lipase sur

un substrat insoluble. [3][37] [101].

Dans ce mécanisme, il y a dans un premier temps fixation du substrat A sur I’enzyme pour former
le complexe EA avec libération du premier produit. Le second substrat nucléophile B se fixe sur le
complexe acyl-enzyme E’ pour aboutir au complexe E’ B. Ce dernier subit un réarrangement pour

libérer le second produit Q et I’enzyme E régénérer (Figure 10) [1] [37].
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2.7. Facteursinfluencgant la production delipase:

Des études quantitatives sur la production de lipase et les facteurs modifiant la libération de

I’enzyme dans le milieu de croissance, ont été décrites chez de nombreux microorganismes[2].

L’influence de la composition du milieu sur la production de quelques lipases est bien connue.
Dans la majorité des cas, les milieux complexes comme le bouillon nutritif, les bouillons & peptones
ou a l’hydrolyse de caséine additionnés d’extrait de levure, sont révél és d’excellents supports pour la
croissance et la production de lipase chez de nombreux microorganismes : Candida lipolytica,
Pseudomonas fragi, Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas aerugenosa, Micrococcus
freudenreihii. Parfois I’addition d’une petite quantité de glucose semble nécessaire, notamment chez
Candida lipolytica ; par contre, ce méme compose a concentration trop éevée devient inhibiteur pour
la production de I’enzyme .Cet effet a été également illustré chez Geotrichum candidum et chez

Pseudomonas fluorescens [1] [145].
2.7.1. Effet du pH et delatempérature sur leslipases:

Le pH optimum de I’ activité lipasique est généralement autour de 7. Le pH agit non seulement sur
I”activité enzymatique mais aussi sur les propriétés de I’interface dans un systeme multiphasique, sur
la solubilité des réactifs dans le milieu, ainsi que sur le partage de I’enzyme entre |a phase aqueuse et
I’interface. Les lipases bactériennes ont généralement un pH optimum légérement basique (8 — 8,5),
alors que les lipases d’origine fongique ont un pH légérement acide, avec par exemple, un pH
optimum de 6,0 pour la lipase de Yarrowia lipolytica, 6,5 pour la lipase de Geotrichium
candidum, et 5,6 pour la lipase de Rhyzopus delemar . Cependant, il existe des lipases possédant une
activité ades pH plus extrémes, comme la lipase gastrique qui est stable et active jusqu’a pH
2,0. Les lipases de Pseudomonas fragi, Mucor javanicus ont un pH optimum situé entre 8 et 10

tandis que lalipase de Torulopsis sp. conserve 80% de son activité apH 3,0 [121] [2].

D’autre part, certaines lipases sont stables et actives dans une large gamme de valeurs de pH. La
lipase de Pseudomonas cepacia [149] conserve 100% de son activité aprés son incubation
pendant 24 h a 30°C pour une gamme de pH variant de 3 a 11 tandis que celle de Fusarium

heterosporum est stable dans une gamme de pH variant de 4 a 10[121] [39].

La température optimale des lipases est souvent comprise entre 30 et 40°c. En général, les lipases

d’origine végétale ou animale sont peu thermostables contrairement aux lipases microbiennes. En

%
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effet, Humicola lanuginosa produit une lipase dont I’activité optimale est de 45°c tandis que pour
certaines souches de Pseudomonas fragi, €elle est de 75°c. D’autres lipases sont adaptées aux plus
basses températures. C’est le cas de Aspergillus niger qui a une température optimale de 25°c ains
gue celle de Pseudomonas fluorescens qui possede encore 30% de son activité maximale a 1°c. [2].
La stabilité thermale est uniguement pour les espéces de Bacillus, Chromobacterium, Pseudomonas
et Staphylococcus [45] [39].

2.7.2. Stabilité en solvant organique:

La plupart des lipases microbiennes sont stables dans de nombreux solvants organiques et ne
requierent pas de cofacteur pour étre actives. On peut les utiliser en tant qu’hydrolase ou comme
catalyseur en synthese organique. La stabilité dans les solvants organiques est désirable dans la
réaction de synthese. En littérature disponible, les lipases sont généralement stables dans les solvants

organiques, avec un peu d'exceptions de stimulation ou d’inhibition [39] [56].

- L acétone, I'éthanol et méthanol ont augmenté I'activité de la lipase de B. thermocatenulatus. Par
contre, I’acétone est un inhibiteur pour lalipase de Pseudomonas aeruginosa YS-7 et I’hexane pour la
lipase de Bacillus [117]. La lipase de Acinetobacter calcoaceticus LPO09 est tres instable avec

plusieurs solvants organiques [59].
2.7.3. Effet d'ions du métal

L’hydrolyse catalysée par une lipase peut étre affectée par la présence de différents cations (Ca’*,
AP, Fe**, Zn*, K*) et activée en présence de sels biliaires [2]. Les cofacteurs ne sont pas exigés
généralement pour I’activité de lipase, mais les cations bivalents tels que le calcium stimulent
souvent |'activité enzymatique [53] [45].

Les lipases stimulées par le calcium ont éé rapportées dans le cas de B. subtilis, B.
thermoleovorans ID, P. aeruginosa EF2, S. aureus 226, S. hyicus, C. viscosum et Acinetobacter. sp.

Par contre, lalipase de P. aeruginosa 10145 est inhibée par la présence d'ions du calcium [39].
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2-8 Microorganismes producteursde lipases:

De nombreux microorganismes sécrétent des lipases dans le milieu de culture. Hou et
Johnston (1992) ont criblés 1229 bactéries, levures, actinomycetes et champignons sur des plagues
d’agar contenant de I’huile de Soja et de la rhodamine B et ils ont trouvé qu’environ 25 % de ces
microorganismes présentent une activité lipolytique. La présence de lipases chez de hombreux
micro-organismes leur permet d'utiliser des «sources non-conventionnelles » de carbone comme
les triglycérides ou d’autres lipides contenant des liaisons ester [2] [142]. Quelques exemples de

microorganismes lipolytiques sont rassembl és et regroupés dans le Tableau 2.

Yarrowia lipolytica est généralement considérée comme |’espéce de levure le plus lipolytique.
Trois lipases ont été isolées chez cette espéce ; Un est exocellulaire et deux sont liées ala paroi. La
production de ces trois lipases est induite par I’acide oléque. Elles ont une activité optimale a pH 8
et a 37°c suivant les levures ces systémes enzymatiques sont capables d’hydrolyser spécifiquement
des acides gras de longueurs différentes [36] [112]. La production de lipases extracellulaires
peut étre constitutive comme pour Calvatia gigantea, Rhizopus oryzae , Aspergillus niger et
Rhodotorula glutinis, mais elle peut auss étre induite par des substrats lipidiques comme chez

Candida rugosa, Geotrichium candidum et Yarrowia lipolytica [142].

Dans le passé, la sdlection et I’isolement des microorganismes producteurs de lipases a partir des
échantillons du sol ou d’autres matiéres biologiques a été portée le plus fréqguemment dans un milieu
solide contenant des triglycérides simples comme substrat, I’activité lipasique a été détectée par des

zones claires due al’hydrolyse de triglycérides [41].

D’autres méthodes de criblages fait I’usage des méthodes titrimétriques [7] [151]. Screening de
I’activité lipasique utilisant milieu solide qui contient le tween 80 en combinaison avec Nile-bleu a
auss été décrit [2]. Récemment, le systéme de criblage utilisant des substrats chromogenes a été
décrit [76]. Cependant, ces systémes de screening ne détectent pas toujours des lipases a partir de
consortiums. De plus, quelques-uns de ces substrats ne sont pas convenables de détecter les lipases
vrais parce qu’ils sont aussi hydrolysees par des estérases. La Rhodamine B a été employée pour le

criblage des lipases bactériennes par UV [10].
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Tableau N° 2 : Criblage de microorganismes producteurs de lipases.

Lasourcedelalipase Genres Espéces Références
Bacillus sp. [34]
B. stearothermophilus [97]
Bacillus B. subtilis [155]
B.sp CR179 [18]
B. lickniformis [94]
B. coagulans [100]
B. thermoleovorans [114]
- Geobacillus Geobacillus zalihae [96]
Bacteries
(Gram positives)
Saphylococcus S hyicus [138]
S. saprophyticus [33]
S. xylosus [6]
S warneri [120]
S epidermidis [1]
Micrococcus M. freudenreichii [136]
Propionibacterium Pr. freudenreichii [115]
Clostridium C. tetanomor phum [98]
Halobacteria Halobacteria sp. [101]
Myxococcus Myxococcus xanthus [153]
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Burkholderia Burkholderia sp. [24]
Bu. glumae [58]
. Pseudomonas P. fragi [62] [136]
Bactéries P. mendocina [62]
P. monteilli [90]
P. aeruginosa [60]
P. cepacia [149]
P. fluorescens [150]
Acinetobacter Aci. pseudoal caligenes [73]
Aci. calcoaceticus [59]
Aci. lwoffi [91]
Aeromonas Ae. hydrophila [124]
Ae. sobria LP004 [93]
Serratia S. marcescens [57]
Xanthomonas Xanthomonas maltophila [119]
Actinomycetes Streptomyces Str. coelicolor [27]
Sr. cinnamomeus [51]
Sr. fradiae [137]
Penicillium Pe. cyclopium [70]
Pe. citrinum
Pe. roqueforti
Pe. fumiculosum
Pe. camambertii
. Aspergillus A. nidulans [113]
Champignons A flavus
A. niger
A. oryzae
A. carneus
Mucor Mucor miehel [61]

Mucor mucido

0




Partie bibliographique

levures

Geotrichum

Rhizopus

Candida

Thermomyces

Yarrowia

| ssatchenkia

Humicola

Geotrichum sp.
G. candidum

Rhizopus oligosporus

C. rugosa
C. tropicalis
C. cylindracea

T. lanuginosus

Y. lipolytica

|. orientalis

H. lanuginosa

[83]
[134]

[118] [130]

[152] [154]
[64]
[154]

[89]

[132][112] [142]

(87]
[154]
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2.9. Applications biotechnologiques de lipase :

Les lipases microbiennes sont souvent percues comme une des plus importantes classes
d’enzymes pour le monde industriel. Cet intérét provient principalement du fait d’une part, que les
lipases possedent des propriétés catal ytiques atypique, et que d’autre part les technologies a mettre en

ceuvre pour les produire sont relativement ssmple [2] [154].

Elles présentent une large gamme de spécificité de substrat et une grande énantiosélectivité. Leurs
domaines d’applications sont donc tres vastes et variés. Quelques applications de I’utilisation des

lipases sont résumeées dans le tableau 3.

2.9.1. Leslipases en tant qu’hydrolases
2.9.1.1. ApplicationsdansI’industrie agr o-alimentaire :

Un grand nombre d'applications hydrolytiques additionnelles ont é&é décrites pour les lipases
microbiennes, y compris le développement de saveur pour les produits laitiers (fromage, beurre,
margarine, boissons alcooliques, chocolat du lait et bonbons), réalisé par I'hydrolyse sélective de gros
triglycérides pour libérer des acides gras ; ceux-ci peuvent agir en tant que saveurs ou précurseurs de
saveur [142]. Dans I’industrie agro-alimentaire, les lipases sont couramment utilisées en boulangerie,
en biscuiterie, en chocolaterie et dans la fabrication de produits laitiers ou fermentés. Elles

interviennent dans la maturation des fromages et de certaines charcuteries (saucissons, salamis) [79].

Un des domaines d'application concerne le développement des ardmes par les lipases exogenes
(lipase pré-gastrique ou microbienne) qui accélérent le dével oppement d'ardmes lors de la maturation
de fromages. L’hydrolyse de la matiére grasse conduit, en fonction de la spécificité de I’enzyme
utilisé, alalibération d’acides gras a courte chaine (C4-Cs) ou a plus longue chaine (C1,-C14), Ce qui
donne des ardmes plus au moins forts au produit. Les lipases sont également utilisées dans
I’interestérification d’huile et de graisses pour produire des acylglycérols modifiés, impossibles a

obtenir par des procédés de synthése chimique conventionnels[2] [5].
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2.9.1.2. Applications dansles déter gents

Les taches d’huile et de graisse ont toujours été difficiles a enlever. Souvent, on n’y parvenait
gu’en cuisant le linge. Mais bon nombre de textiles modernes doivent étre lavés a températures
modérées, ce qui rend la tache plus ardue encore. Les lipases apportent une aide précieuse dans ce
domaine. Leur utilisation dans les détergents ( Lessives ménagéres) est le champ d’application
le plus important des lipases[4] [142].

Elles sont capables, en effet, de fragmenter en petites particules les taches de graisse, par exemple
de rouge a levre, de beurre, d’huile et des produits de beauté. Le bain de lessive pourra ensuite
évacuer ces particules[2] [5].

2.9.1.3. Applications en bioremédiation :

Les milieux aquatiques d’eau douce ou d’eau salée, ains que les sols, sont fréquemment
contaminés par les huiles minérales. Ces contaminations constituent un probléme
environnemental et écologique majeur [142].

Leslipases sont utilisées en environnement et en bioremédiation. Les effluents des industries agro-
alimentaires sont souvent riches en lipides et en graisses, ce qui peut entrainer le colmatage des
canalisations. L’ addition de lipases ou la culture dans ces effluents, permet d’en réduire la charge en
lipide. Les lipases sont également utilisées lors de traitement de sols contaminés par des
hydrocarbures. La bioremédiation est devenue la méthode la plus utilisée pour restaurer des

environnements pollués [40] [79].

2.9.1.4. Applicationsen tannerie

Les lipases sont également couramment utilisées en tannerie. Avant le tannage, les peaux sont
lavées dans des bains acalins (pH 8-13) en présence de lipases de facon a pouvoir éiminer les
graisses sous cutanées. L'utilisation de lipases permet de diminuer la quantité de surfactant et de
détergent a utiliser dans les bains de lavage, ce qui contribue a I'obtention de peaux plus souples et
plus élastiques [79] [5].

2.9.1.5. Applicationsdans I’industrie du papier

3
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Actuellement, le premier ennemi dans I’industrie du papier est la poix. Ce mélange mou et
collant, & base de résine et de goudrons végétaux, produit durant la fabrication de la péte de bois,
nuit ala quaité du papier. Ce sont en mgjorité les TG, le sitostérol et les esters de sitostérol
qui posent des problemes dans la fabrication mécanique de la pate a papier a partir des résineux.
L’ entreprise japonaise a développé un procédé d’hydrolyse de ces esters par addition de lipases, ce
qui constitue un moyen facile et efficace pour le contrdle de la poix et donc pour améliorer la qualité
du papier. Ce procéde est utilisé a une échelle de plusieurs centaines de tonnes de bois par jour [2]
[4] [79] [154].

2.9.2. En synthese organique

Leslipases sont devenues un des groupes les plus importants d'enzymes pour ses applications dans

les synthéses organiques [43].

Il existe plusieurs applications industrielles de la transestérification par la lipase, telles que la
production des équivalents du beurre de cacao, des lipides riches en acides gras poly insaturés, des
substituts de matiéere grasse du lait et des huiles de basse valeur calorique. L’utilisation des enzymes
dans ce type de réaction est préférée a la catalyse chimique qui nécessite des conditions de réaction
moins modérées ainsi qu’une étape de purification du produit final. Un exemple de transestérification

réalisée dans e but de produire un ester gras (octyl laurate) est utilisé en industries cosmétiques [2].

2.9.2.1. Leslipases en industries cosmétique::

Dans I’industrie des cosmétiques et de la parfumerie, les lipases sont utilisées dans la synthése
d’ardbme soit par réactions de transestérification comme pour le 3,7-dimethyl-4,7-octadien-1-ol qui
présentent un arbme de rose ou soit par estérification directe. En effet, de nombreux esters de faibles
masses moléculaires tels que I’acétate d’éthyle, I’acétate d’isoamyle sont des constituants d’aréme.
Ils sont obtenus a partir de I’acool et de |I’acide correspondant en systéme non agueux en présence de
lipases de C. antarctica ou de R. miehei sous forme immobilisée. Les rétinoides (vitamine A et
dérivés) sont de grand potentiel commercial dans les produits de beauté et de médicaments tels que
produits du soin de la peau. Les dérivés du rétinol solubles dans I'eau ont été préparés par réaction

catalytique de lipase immobilisée [44] [79].

.
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2.9.2.2. Application médicinale et phar maceutique:

Les lipases sont largement mises en ceuvre dans I’industrie pharmaceutique pour la synthése des
meédicaments ou dans la préparation d’intermédiaire homochiral optiquement actif. C’est le casde la
nikkomycin-B, des anti-inflammatoires non stéroidiens, de certains agents antimoraux, de certains
antibiotiques ou vitamines. Par exemple, le naproxene est un anti-inflammatoire non stéroidien dont

I”énantiomeére (S) est 28 fois plus actif que I’énantiomere ® [44].

Les Lipases de Candida rugosa ont été utilisées pour synthétiser lovastatin, une drogue qui
diminue le taux de cholestérol du sérum. L'hydrolyse asymétrique de 3-phenylglycidic ester acide
qui est une clef intermédiaire dans la synthese d'hydrochloride du diltiazem, une vasodilatateur
coronaire largement utilisé, a é&é emportée avec S. marcescens[79].

Les lipases de Burkholderia plantarii et de Serratia marcescens sont utiliséesaussi pour la
production de (2R, 39)-3-(4-méthoxyphényle) méthyle glycidate employés dans la synthése
d’un antagoniste du calcium: le Diltiazem TM [4][112].

2.9.2.3. Résolution de mélanges racémiques:

Parmi les enzymes hydrolytiques, les lipases sont les plus couramment utilisées pour la
résolution des mélanges racémiques visant a obtenir des molécules de haute pureté optique.
Les lipases sont ains impliquées dans un nombre croissant d’étapes de synthese et
concurrencent  diverses techniques plus classiques parmi lesquelles nous pouvons citer la
recristallisation fractionnée avec des sels chiraux, la résolution chimique par condensation de réactifs

asymétriques ou la séparation sur des colonnes de chromatographie préparative chirale [2] [79].

2.9.2.4. Production de polyméres biodégradables:

Lipases peut étre utilise comme biocatalyseur dans la production des composés biodégradables
utiles. L'oléate du butyle a été produit par estérification direct de butanol et d’acide oléque pour
diminuer la viscosité de biodiesel dans |’usage hivernal. Les esters Trimethylol propane ont aussi été
synthétisés de la méme facon comme lubrifiants. Lipases peut catalyser des synthéses d'ester et des
transestérifications. Les polyesters aromatiques peuvent étre synthétisés par des biocatalyseurs de
lipases[2] [44] [79].
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Tableau N° 3 : Quelques applications biotechnologiques de lipases [3].

Domaine d’application Action principale Utilisation
Alimentation :
-laiterie et boulangerie. -Hydrolyse des lipides. -Modification de la saveur et conservation.
-Brasserie. -Hydrolyse des lipides. -modification de I’ardbme et accélération de la
fermentation.
-boucherie, poissonnerie. -Hydrolyse des lipides. -Développement de la saveur et I’dimination de
I’exces de graisse.
-Huilerie. -Inter estérification des -Formulation des huiles, margarines et beurres.
huiles naturelles.
Chimiefine:
-Corps gras. -Hydrolyse. -Production d’acides gras, mono et diglycérides.
-Estérification. -Production d’esters et résolution de mélanges
racémiques.
-chimie analytique. -Hydrolyse des lipides. -Dosage des glycérides et anayse de ladistribution
des acides gras.
-détergents ; dépollution. -Hydrolyse des lipides. -Elimination des téches, traitement des eaux
grasses et dégraissage des cuirs.
-cosmeétique. -Hydrolyse des lipides. -Elimination de graisses et formulation.
M édecine et pharmacie Hydrolyse des lipides. -Traitement d’insuffisance pancréatique
(malabsorption des graisses).
-Analyse des triglycérides plasmatiques.
-Synthése stéréospécifique de produits
pharmacol ogiquement actifs.
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3. MATERIELSET METHODES

3.1. Screening de micr oor ganismes producteursdelipase :

3.1.1. Prélévementset échantillonnages

Les échantillons destinés a I’isolement des microorganismes lipolytiques, ont é&é prélevés a partir
de sites longuement et régulierement contaminés par des substances lipidiques en I’occurrence de
I’huile d’olive brute et/ou des déchets issus du processus de traitement des olives. Ainsi, plusieurs
prélevements ont été réalisés au niveau de petites exploitations traditionnelles implantées dans les
régions de Azaba (Wilaya de Skikda) et également au niveau de larégion de Oued Fragha (Wilaya
de Guelma). En outre, des échantillons de sols, également contaminés par de I’huile d’olive, ont été

prélevés aux alentours directs des exploitations.

3.1.2. Isolements des bactéries lipolytiques :

Selon I’origine du prélevement, deux milieux gélosés ont ains été utilisés pour I’isolement des
microorganismes lipolytiques. |l s’agit des milieux de culture ESTA (Extrait du sol- tributyrine-
Agar) ains que la gélose nutritive a base de tween 80 qui ont été utilisés, respectivement, pour les

isolements a partir des échantillons de sols et deI’huile d’olive.

3.1.2.1. Isolement des bactérieslipolytiques a partir des échantillonsde sols:

L’isolement des bactéries lipolytiques a partir des différents échantillons de sols [25], a donc éé
effectué sur milieu ESTA (voir composition en annexes) [50].

Pour rappel, I'extrait du sol a été prépare par autoclavage a 120°C pendant 20 min d’un mélange de
sol tamisé (100 g) et de Ca CO 3 (0.2 g). Afin de clarifier I'extrait obtenu, celui-ci est préalablement
filtré puis centrifugé a 3000 rpm pendant 5 min a I’aide d’une centrifugeuse de type « NUVE N°
615 France » [16] [33].

ﬁ
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3.1.2.2. Isolement des bactérieslipolytiques a partir des échantillons d’huile:

L’isolement des bactéries lipolytiques a partir des échantillons d’huile d’olive, a été réalise cette
fois-ci, sur milieu gélosé a base de Tween 80 (voir composition en annexes). Le pH est qusté a 7,
puis le milieu gélosé est autoclavé a 120 °C pendant 20 mn. Apres stérilisation, le milieu de culture
est, aseptiquement, additionné de 10 ml /I de Tween 80 stérile [23] [7].

3.1.3. Production delipase:

Les souches bactériennes isolées sur les deux milieux de culture, précédemment cités, ont été

individuellement testées pour la production d'enzymes lipolytiques.

3.1.3.1. Cultureen milieu liquide:

Pour la production de lipases, le choix d’un milieu de fermentation approprié€ est essentiel pour les
microorganismes, aussi bien pour la croissance que pour la production d’enzymes. Les bactéries
isolées & partir des échantillons de sols ont aing éé cultivées dans un milieu exclusivement
minéra compose de: KoH PO4(0.8g/L), KH,PO, (6g/L), (NH4),SO, (1g/L), MgSO,, 7H,O
(0.2g/L), CaCl, (0.05 g/L), NaCl (3g /L) et FeSO, (0.0001 g/L) [11] [16].

Aingi, 10 ml d’une suspension bactérienne de 24h (DO=0,1), préalablement préparée, sont inoculés
dans 50 ml du milieu de culture minéral stérile contenu dans des erlenmeyers a baffles de 250 ml.
Le substrat (huile d’olive), préalablement stérilise par filtration al’aide de filtres millipores (0,45
pum de diamétre), est additionné au milieu a raison de 30 ml /L [96]. Puis, les erlenmeyers sont
incubés pendant 72 heures a 30 °C sous agitation al80 rpm [12] [15].

3.1.4. Etudedela croissance bactérienne:

L’>étude de |a croissance des souches bactériennes isolées a été réalisée dans le but de quantifier la
production de lipases en fonction des différentes phases de croissance. Elle a été réalisée dans des
erlenmeyers a baffles de 250 ml contenant 50 ml de milieu de culture semi synthétique liquide.

2 ml du substrat (huile d’olive) sont, aingi, gjoutés au milieu de culture comme unique et seule
source de carbone. L’incubation est réalisée a 30° C pendant 72 h a 180 rpm. Les cultures

cellulaires (DO) sont mesurées a une longueur d’onde de 600 nm [65].
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Compte tenu de la nature insoluble de I’huile dans I’eau [109], les mesures ont été effectuées selon
la technique décrite par Heravi et al (2008). Ainsi, 1 ml de chacune des cultures bactériennes est
aseptiquement prélevé puis centrifugé a 5000 g pendant 10 min. Le culot obtenu est suspendu dans
1 ml de tampon phosphate (0.01M) apH 7 [34].

La densité des cellules bactériennes est mesurée a 600 nm (DO g hM) a I’aide d’un
spectrophotomeétre « modele Secomam ». Elle a été suivie toutes les 4 heures pendant une période

de 72 heures.

Par ailleurs, la croissance cellulaire a également été suivie par la mesure des poids secs de la
biomasse au cours de la période d’incubation citée précédemment. Ains, 5 ml de chagque
suspension bactérienne sont centrifugés a 5000 pendant 10 mn. Les culots obtenus sont remis en
suspension dans 5 ml de tampons phosphate puis déposés dans des coupelles en auminium.
Celles-ci sont pesées puis soigneusement déposées dans un four pasteur pour séchage a 105°C
pendant une nuit. A I’issus du séchage, les coupelles sont pesées une seconde fois. La différence de

poids obtenue entre les deux pesées correspond au poids sec de |a biomasse bactérienne [60].

3.1.5. Etude del’activité lipolytique en fonction du substrat :

La capacité des bactéries isolées a utiliser une variété de substrats comme seule et unique source de
carbone a été étudié en milieu liquide. Outre I’huile d’olive, les substrats ; tributyrine et tween 80
ont également été testés comme seul et unique source de carbone pour les souches bactériennes
isolées[29].

Ains, 10 ml d’une suspension bactérienne de 24h (DO=0,1), préalablement préparée, sont inoculés
dans 50 ml du milieu de culture minéra stérile contenu dans des erlenmeyers a baffles de 250 ml.
Le substrat préalablement stérilisé par filtration al’aide de filtres millipores (0,45 pum de diamétre),
est additionné au milieu araison de 40 ml /L. Puis, les erlenmeyers sont incubés pendant 72 heures
a 30 °C sous agitation a180 rpm [12] [15].

L’évolution de I’activité lipolytique ainsi que la densité optique ont été suivies toutes les 4 heures
pendant une période de 72 heures[34].

5
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3.1.6. Mise en évidence de I’activité lipasique
3.1.6. 1. Sur milieu gélosé a basedetributyrine:

Des tests de diffusion de la tributyrine dans le milieu gélosé ont été réalisés pour I’éude de
I’activité lipolytique des souches isolées. Une émulsion de triglycéride a 1% est préparée apres
émulsification d’une solution de tributyrine a 50% par de la gomme arabique a 5%. Le mélange est
homogénéi sé pendant 3 min puis I’émulsion obtenue est autoclavée pendant 20 min a 121°C. Puis
15 ml de I’émulsion obtenue sont aseptiquement incorporés dans de la gélose nutritive
préalablement fondue et refroidie [63].

L activité lipolytique des souches est appréciée par la présence d’une zone de lyse autour de la
colonie [77]. Le taux de clarification de I’émulsion permet d’évaluer le taux d’hydrolyse des
triglycérides. Une méthode semi-quantitative peut étre éablie, en établissant une relation entre la

largeur des zones de clarification et la quantité d’enzyme appliquée [89].
3.1.6. 2. Sur milieu gélosé a base de Tween 80 :

Le milieu décrit par Sierra (1957) a été utilisé pour détecter la production des enzymes lipolytiques
dans lequel le monooléate sorbitane polyoxyethyléne (tween 80) est utilise comme substrat
lipidique [123] [89].

Le principe de cette méthode repose sur la précipitation des cristaux du sel de calcium de I’acide
gras sous I’influence d’une lipase [77] [69]. S la souche bactérienne possede une enzyme
lipolytique, la précipitation des cristaux de savon calcique sera visible sous forme d'un halo opague
autour des colonies. En outre, s I'activité lipasique est intense, la précipitation apparait sous forme
de cristaux visibles a I'ceil nu. Ainsi, ces derniers peuvent étre détectés aisément au microscope
[55].

L es souches bactériennes sont donc ensemenceées sur de la gélose nutritive a base de Tween 80. Le
substrat est additionné dans le milieu de culture, préalablement stérilisé, a une concentration de 10
ml /L [68].

@
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L>apparition des précipitations opagues autour des colonies bactériennes a lieu au bout de 24
ha72 h d’incubation a 30°C [55]. Les colonies isolées sont prélevées puis repiquées sur de la
gélose nutritive inclinée en tubes. Leur entretien est assuré par une série de repiquages toutes les

guatre semaines.

3.1.7. Dosage de I’activitélipasique:

De nombreuses méthodes destinées a mesurer |’ activité lipasique ont été décrites dans la littérature
La plupart sont basees, soit sur la disparition des triglycérides ou bien sur la production des acides
gras (AG) [117] [41].

Au cours de cette présente étude, I’ activité lipasique a é&é mesurée, dans un premier temps, al’aide
du test quantitatif de titration des acides gras libérés par I’enzyme au sein d’une émulsion de
triglycérides. Dans un deuxiéme temps, I’activité a éé mesurée a |’aide d’un test colorimétrique,
selon |laméthode quantitative décrite par Kordel (1991) [66].

La solution enzymatique précédemment obtenue (section 3.1.3.1) a été utilisée pour le dosage de
I’activité lipolytique.

3.1.7.1. Dosage de I’activité lipasique par titration des AG:

L'activité lipolytique a é&té déterminée, al'aide d'un pH-métre, a pH= 8 par titration des acides gras
libérés avec une solution de Na OH (0.1N). Le substrat utilisé est une émulsion d'huile d'olive a 10

% (10 ml d'huile d'olive dans 90 ml de gomme arabique a 10 %) [14] 5. Elle est obtenue au bout

de 3 passages successifs du mélange dans un mixeur modele Ultra-Turrax. Enfin, I’échantillon
destiné au dosage de I’activité enzymatique est composé de 100 pl d'émulsion dilués dans 10 mi
d’une solution contenant : 0.1M Nacl, 0.1M CaCl, et 1 mM Tris-Hcl [144].

L'activité enzymatique est exprimée en unité internationale (Ul). Une unité dactivité lipolytique

correspond a lalibération d'une micromole d'acide gras par minute Gargouri et al. (1986) [42].
3.1.7.2. Dosage de I’activité lipasique par colorimétrie:
L activité des lipases se résume a I’hydrolyse des esters d’acides gras. Les substrats permettant la

détection de ces enzymes sont multiples. Certains sont incolores (huile d’olive), tandis que d’autres

libérent des radicaux colorés au cours de I’hydrolyse [108]. Cependant, un troisiéme groupe de

E

substrats concerne ceux qui libérent, apres hydrolyse, un produit termina pouvant étre révélé par
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des réactions colorées [117] [41]. Il est donc possible de rendre compte de I’ attaque enzymatique
en suivant par colorimétrie la disparition du substrat dans le milieu ou, mieux encore, |’apparition
d’un des produits libérés par hydrolyse. Le choix du substrat, au cours de cette présente éude, a été
porté sur le p-NPA [69].

Par ailleurs, des esters solubles comme le tween 20 et |'acétate de p-nitrophenol peuvent se
substituer aux triglycérides. Une étude récente a révelé deux techniques de dosage de I’activité
lipasique qui préconisent I'emploi d'esters dissous sachant que I’enzyme agit exclusivement sur les
esters émulsifiés [63] [41].

L activité lipolytique a été mesurée selon la méthode décrite par Kordel (1991) [66]. Différents
esters de p-nitrophényle, sont hydrolysés, en présence de lipases, en p-nitrophénol et I’acide
correspondant (figure 11). La libération du p-nitrophénol se traduit par I’apparition d’une
coloration jaune qui est détectée a une longueur d’onde de 410 nm. Une cinétique enzymatique a
donc été conduite a 37° C al’aide d’un spectrophotometre « modéle Secomam ».

Aing, la solution réactionnelle est composée d’un mélange de deux solutions: solution A (1
volume) et solution B (9 volumes).

La solution A est préparée a de p-NPA (50 mM) dissous dans 10 ml d’isopropanol al’aide d’un
sonicateur (6 min).

La solution B correspond a du tampon préparé a base de phosphates de potassum (50 mM ;
pH=7). Ce tampon est utilise en raison de I’instabilité du p-NPA aux pH supérieursa 7 [84].

Une fois préparée, la solution réactionnelle est stable pendant 2 semaines a4°C.

Une unité enzymatique correspond a la quantité d'enzyme capable de libérer une pmole de
p-nitrophénol par minute dans les conditions décrites ci-dessus [66] [27].

Pour chague échantillon, la valeur de |'activité enzymatique mentionnée correspond a une moyenne

de trois mesures effectuées.

410 nm
K lipase O\\\\ R o
A >‘F‘ — by o+ Y o oH
N o Tris-HCI pH 8 © o
/
o
ester de p-nitrophényle p-nitrophénolate

Figure 11 : Réaction chimique de I’hydrolyse d’ester de p-nitophényle [144].
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3.1.8. Mesure de I’activité émulsifiante :

L’ activité émulsifiante a été mesurée a 610 nm au cours de la croissance de la culture mixte en
systéme biphasique I’huile d’olive-milieu minéral dérivé de la méhode décrite par Ryu et al.
(1995). 2 ml de la culture sont centrifugés a l’aide d’une centrifugeuse pendant 15 min. on préléve

1 ml du surnageant auquel on gjoute 20 micro-litre.

Le mélange est fortement agité pendant plusieurs secondes jusqu’a I’obtention d’une parfaite
emulsion de la phase organique. La densité optique (DO) est lue a 630 nm a Ty (juste apres
I’agitation) et a T1o minute. C’'€St Cette derniere valeur qui est prise en considération pour le suivi de

|”activité émulsifiante durant la fermentation.

3.1.9. Effet delalipase sur I’adhésion du biofilm d’Acinetobacter baumannii :

L’éude d’une éventuelle action des lipases bactériennes sur I’adhésion bactérienne a été menée

vis-avis du biofilm d’Acinetobacter baumannii.

Aing, 5 ml d’une suspension bactérienne (DO =0,1) a été préparée a partir d’une culture de 24
heures et mise en incubation dans des tubes en polystyréne a 37°C en présence d’1 ml d’une
solution enzymatique précédemment obtenue (section 3.1.3.1). Aprés 24 heures d’incubation, la
densité du biofilm formé sur la paroi des tubes de cultures est révélée selon la méthode de
coloration par le cristal violet [125] [126].

3.1.10. Identification des souches bactériennes productrices delipases:

A I’issus des examens macroscopiques (caracteres culturaux) et microscopiques (gram, et
morphologie), I’ensemble des souches bactériennes (gram-) ayant révélé une activité lipolytiques
ont éé soigneusement purifiées par repiquages successifs sur gélose nutritive pour une éventuelle
identification biochimique des especes purifiées. Celle-ci a été menée a I’aide de galeries

biochimiques miniaturisées : Apl 20E et Apl 20 NE (biomérieux, France) [143].
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4. RESULTATSET DESCUSSION
4.1. Résultats du screening de souches bactériennes productricesde lipases:

A I’issus des différentes tentatives d’isolements effectuées sur milieu ESTA et sur gélose
nutritive a base de Tween 80, six souches bactériennes ont donc été isolées puis identifiées a
I’aide de galeries biochimiques Apl 20 E et Apl 20 NE (biomérieux, France). Trois souches:
Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas putida et Aeromonas hydrophila ont été isolées a
partir des échantillons de sol contaminés et trois souches : Aeromonas hydrophila, Aeromonas
sobria et Serratia liquefasciens ont, quant a elles, été isolées a partir d’échantillons recueillis a

proximité d’une exploitation traditionnelle.
4.2. Etude de la croissance des souches isolées en présence du substrat :

Dans le but de révéler le comportement de certaines souches isolées en présence de I’huile
d’olive utilisé comme seule et unique source de carbone, |I’éude de la croissance a été réaisée
uniquement pour les souches bactériennes isolées a partir des échantillons recueillis a proximité
de I’exploitation traditionnelle. La figure 12 révéle, dans un premier temps, une croissance
cellulaire maximale aprés 24 h d’incubation a 30°C (phase exponentielle de croissance). Cette
croissance optimale concerne égaement, en plus des souches Aeromonas hydrophila et
Aeromonas sobria, la culture mixte constituée a partir des trois souches préalablement isol ées.
Cependant, Aeromonas hydrophila semble exhiber le développement, en termes de densité
bactérienne, le plus important compte tenu de lavaleur dela DO enregistrée.

Par ailleurs, la phase stationnaire de croissance semble étre atteinte a partir de la 268%™ heure et
la 32°™ heure d’incubation respectivement pour les souches Aeromonas hydrophila et
Aeromonas sobria. Le consortium mixte semble atteindre également |la phase stationnaire a

partir de la 32 eme heure d’incubation.

&
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—e— Aeromonas hydrophila
—=— Aeromonas sobria
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Figure 12 : Croissances des deux souches lipolytiques ainsi que du consortium bactérien

isolées apartir de I’exploitation traditionnelle.

En outre, la figure 13 révéle une diminution du pH du milieu au cours de I’incubation. Cette
diminution est consécutive, sans aucun doute, a I’hydrolyse, sous I’action des lipases, du
substrat et libération d’ AG responsables de I’acidification du milieu.

Variation de pH —— Aeromonas hydrophila
7.00 Aeromonas sobria
| culture mixte
6.00 dae b—_______
500 — = R
pH 400 -
3.00
2.00 -
1.00 -
0.00 . : Y Y 1
0 10 20 30 40 50 60
Temps (h)

Figure 13 : Variation du pH du milieu au cours de I’incubation.
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4.3. Effet dela concentration du substrat sur la croissance bactérienne:

Dans le but d’étudier I’effet de la concentration du substrat sur le développement des souches
lipolytiques isolées, deux concentrations en huile d’olive ont donc été testées: 1% et 4 %.
Notons gue cette éude a été réalisée avec les souches mixtes apres 24 h d’incubation. .Les
résultats obtenus sont illustrés par la figure 14.
comme seule source de carbone a la concentration de 1% induit fortement la croissance
bactérienne et évidemment la production de lipase. En effet, Sidhu et al. (1998) ont montré que
le taux d’enzyme diminuait avec |’augmentation de la concentration du substrat. Ce phénomene
est probablement di al’augmentation du taux des AG accumulés lors de I”hydrolyse du substrat

avec repression de la synthese de lipases [65].

Il semble que I’utilisation d’huile d’olive

Concentration du substrat

DO (600 nm)

4 ml d'huile
d'olive

1 mld'huile
d'olive

Figure 14 : Effet de la concentration de I’huile d’olive sur la croissance bactérienne.

D'autre part, I’effet de la concentration des triglycérides sur la production de lipase a été,

également, confirmeé par Immanuel et al. (2008). Les auteurs ont constaté une baisse d'activité

observée avec de grandes concentrations de substrat (7% (v / v) d'huile d’olive) ce qui est

probablement di al'inhibition par le substrat lui-méme présent en exces dans le milieu [128].




Résultats et discussions

4.5. Etude de I’activité lipolytique en fonction du substrat :

Les résultats obtenus suite aux essais de croissances réalisés avec trois substrats différents sont
illustrés par lafigure 15 (a et b). 1| semble que les souches sél ectionnées (Pseudomonas

Putida, Pseudomonas fluorescens et Aeromonas hydrophila), cette fois-ci a partir des
échantillons de sols contaminés, ont révelés leurs aptitudes a utiliser chacun des trois substrats
additionnés dans le milieu comme seule et unique source de carbone. Cependant, une plus forte

croissance bactérienne a été obtenue avec la tributyrine (figure 15, a).

A B
Dégradation de défffirents substrats p
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25
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2] 1.6
—_ 14,
=3 = 12
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e S 1
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o o 0.8
0.5 - 06
0.4
0 ‘ 024 |
0 10 20 30 40 50 60 0
T T T
temps d'incubation (h) HIULE TWEENS0  TRIBUTYRIN
‘ —+ HULEDOLVE = TWEEN8) 4 TRBUTYRN ‘ DOLIVE

Figure 15 : Cinétiques de croissance des souches isolées du sol en présence des différents
substrats (Figure a et b).

Les travaux de Cardenas et al. (2001)., ont montré que les lipases bactériennes ont tendance a

révéler une meilleur activité hydrolytique contre la tributyrine comparée a celle obtenue avec de
I’huile d’olive [14] ..
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4.6. Mise en évidence de I’activitélipasique:
4.6.1. Sur milieu gélose:
4.6.1. 1. Milieu gélose a base de Tributyrine :

Les résultats de la mise en évidence de I’activité lipasique (milieu a base de Tributyrine) des
souches isolées a parti des échantillons prélevés a proximité de I’exploitation traditionnelle, sont
illustrés par la figure 16. Les souches isolées ont révélé une croissance rapide au bout de 24

L’ aspect macroscopique de Aeromonas hydrophila a révélé des colonies rouges a pourtour
irrégulier alors que |’aspect macroscopique de Aeromonas sobria a révélé de grandes colonies
jaunes a pourtour irrégulier.

- Ensemencement par touche

a) Aspect des colonies de b) Aspect des colonies de
Aeromonas sobria Aeromonas hydrophila

- Ensemencement par strie

) Aspect des colonies de Serratia liquefasciens

Figure 16 : Aspects macroscopiques des souches isolées sur milieu a base de tributyrine.
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4.6.1. 2. Milieu gélosé a base de Tween 80:

Les résultats de la mise en évidence de I’activité lipasique (milieu a base de Tween 80) des
souches isolées a parti des échantillons prélevés a proximité de I’exploitation traditionnelle, sont
illustrés par la figure 17. Les colonies des microorganismes producteurs de lipases apparai ssent
entourées d’un halo opaque di alaformation de cristaux de sel de calcium.

c) Colonies de Aeromonas hydrophila sur milieu a base de Tween 80.

Figure 17 : Aspects macroscopiques des colonies bactériennes sur milieu a base de Tween 80
(formation des hal os opaques autour de colonies).

)
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4.7 Dosage de I’activité lipasique :
4.7.1. Dosage par titration :

L'activité lipasique des surnageants des différentes cultures bactériennes a été détectée apres
augmentation des concentrations des acides gras libres présents dans le milieu de fermentation.
Rappelons que les acides gras sont libérés suite a I'hydrolyse du substrat réalisée par les
enzymes lipolytiques. Les résultats du dosage des activités enzymatiques sont illustrés par la
figure 18.

A premiére vue, |’allure des courbes obtenues indique clairement que les activités enzymatiques
des souches bactériennes isolées a partir des échantillons prélevés a proximité de I’exploitation
traditionnelle en comparaisons avec celles isolées a partir du sol, se révélent étre plus précoces
au cours de la croissance de ces bactéries. En effet, |’activité enzymatique maximale, de deux
souches bactériennes parmi les trois isolées, semble étre atteinte aprés seulement 6 heures
d’incubation a 30°C. Par ailleurs, Aeromonas hydrophila semble exhibée la plus forte activité
enzymatique avec 28 Ul/ml, méme s celle-ci est obtenue aprés 18 h d’incubation. Quant a
Aeromonas sobria et Serratia liquefasciens, leurs activités respectives ont été estimées a 14 Ul
/ml et 25 Ul/ml aprés 6 heures d’incubation. En revanche, les activités lipasiques des souches
bactériennes isolées a partir des échantillons de sol s’avérent étre relativement tardives. En effet,
le maximum d’activité n’a été atteint qu’apres 24 heures d’incubation a 30°. Cette différence
constatée serait sans aucun doute due au fait que les souches bactériennes isolées a partir des
échantillons prélevés a proximité de I’exploitation traditionnelle seraient plus acclimatées et/ou
adaptées ala dégradation du substrat (huile d’olive) que celles présentes dans les échantillons de
sols. Ces derniéres ont quant a elles exhibé des activités estimées a (Pseudomonas fluorescens,
Aeromonas hydrophila et Pseudomonas putida).

Cependant, si les activités des souches issues des échantillons de I’exploitation, s’averent étre
précoces comparativement avec celles des souches issues des échantillons du sol, elles exhibent
néanmoins des activités nettement inferieurs a celles-ci. En effet, Aeromonas hydrophila et
Pseudomonas fluorescens isolées a partir des échantillons du sol ont révélé des activités
respectives estimées a 70 Ul/ml et 80 Ul /ml. Alors que la plus forte activité, parmi celles
révélées chez les souches isolées a partir des échantillons de I’exploitation, et qui a été obtenue
avec une fois de plus Aeromonas hydrophila n’a pas dépasse 28 Ul /ml.
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Par ailleurs, la diminution de I’activité lipasique constatée au cours de la phase stationnaire de
croissance est probablement due a I’augmentation de la concentration de I’acide oléique dans le
milieu de fermentation résultant de la dégradation de I’huile d’olive. Elle peut également étre le

résultat de I’action de protéases libérées dans le milieu [114] [65].

e e == ____.____.____.____.____.____.____.__D__..i
1 Pseudomonas hydrophila e Aeromonas sobria - AE 1
1 - 1
1 25 T30 1
! 25 - 75 !
i L 70 )1 5 5 |
I L% 2= I
2 e - 60 = P T £
: s E 151 , 20 g = :
i . 50 B o = Y JE i
I Eis . tas &€ 3 P 553 1
8 M Lao R E =1 @ o
g (%53 2 / 035 !
119 1 e w0 E 53 1
| ). | 5 '§ 05+ 15 <t |
I / 20 I
= 05 / F1s 0 1 1 1 ‘ 0 :
1 [y 0 6 18 % I
I 0 | | | | | 0 . . 1
1 0 4 s o 28 4 2 Temps dincubation (h) 1
: Temps dincubation (h) :
: Y . -»-DO :
i Pseudomonas fluoresoens e Aeromonas hydrophila i
1 —+—AE 1
| 251 —30 |
1 25 -85 1
1 ! 80 1
1 L 75 PRI 1
1 2l j L 70 2 . - O~ |
1 . 65 = — A IR 1
I| e / e £E E 2 == I
1 = — 455 EC =15+ . P —_— 1
| | S1s 5 NE 3 =E 1
bet X Ss e / 5 &3
|| o PRt = 22 | !
12 l3s =7 ) +10 E § 1
1 Ly B o I
1 t25 0.5 lg = 1
| e : /, !
i L 10 0 1 1 0 1
Ls
: 0 ‘ ‘ ‘ ‘ 0 18 2 :
I 0 8 2 28 4 7] . . 1
I o Temps dincubation (h) I
I Temps d'incubation (h) I
1 1
= Pseudomonas putida o —=—DO :
: Y Serratia liquefaciens CAE :
I 257 T2 15 !
1 - 1
1 = 1
1 27 15 = 151+ 1
I | = e 17 == E™ - w_sE|1
= == >0
1| < tn g5 - - SEBT|
e CI)_ i < E\ 6
] 1+ e (@] c £ ]
1| © =e ) TS @ S| ]
1|2 s 27 05 I
: 05+ s :
Il o¥ ; ; 0 ‘ | 0 [
1 6 24 48 1
I 0 6 2 4 ) . I
1 o Temps dincubation (h) 1
I Temps dincubation I
1 1
! B) les souches de I’exploitation !
| A) les souches de sol i
e 1

Figure 18 : Courbes de croissance et d’activité lipasique des souches isolées a partir des
échantillons de sols (A) et des échantillons de I’exploitation (b).
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4.7.2. Dosage par colorimétrie

Les quantifications des activités lipasiques a I’aide de cette méthode ont été menées seulement

chez un consortium bactérien constitué des souches isolées a partir des échantillons de sols.

- En présencedel’huile d’olive comme substrat :

Les résultats du dosage des activités enzymatiques sont illustrés par la figure 19. Rappelons que
I”’hydrolyse de I’huile d’olive est quantifiée par la neutralisation des AG libérés sous |’action de
lipase. L’ allure de la courbe de I’activité lipasique révéle une présence assez rapide voir précoce
de I’enzyme dans le milieu de fermentation. En effet, le maximum de I’activité a été obtenu
apres seulement 28 h d’incubation & 30°C. Cependant le taux de I’activité reste relativement
faible comparé avec celui obtenu lors du dosage réalisé al’aide de la méthode de titration.
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Figure 19 : Profil de lacourbe de croissance et I’ activité enzymatique des isolats dosée par

colorimétrique.

- En présence du Tween 80 comme substrat :

Les résultats du dosage des activités enzymatiques en présence du tween 80 sont illustrés par la

figure 20. Selon I’alure de la courbe, le maximum de I’activité enzymatique n’a été obtenu,

&,
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cette fois-ci, qu’apres 28 heur es d’incubation. Ceci peut étre expliqué, apriori, par la croissance
assez lente du consortium bactérien en présence du tween 80. En effet, le maximum de
croissance (DO) n’a éé atteint qu’aprés 52 heures d’incubation de la culture. Alors qu’en
présence de I’huile d’olive, la culture a atteint une croissance maximale au bout de 8 heures
seulement.
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Figure 20 : Activité enzymatique des isolats dosée par colorimétrique en présence du

tween 80 comme substrat.

Ces résultats obtenus en présence du Tween 80 au cours de cette étude, ne semble pas étre en
accord avec ceux obtenus par Iftikhar et al. (2002). Au contraire, leurs travaux ont démontré
gue le tween 80 additionné dans le milieu a la concentration de 1% peut étre considéré comme
une meilleure source de carbone compare aux autres substrats. En effet, une forte production de
lipase (61,79 u/g) a été obtenue au bout de 48 heures d’incubation seulement [130]. Par ailleurs,
Immanuel et al. (2008) ont noté, quant a eux, que la production de lipase par les micro-
organismes pourrait étre induite par I'addition des tweens. Tous les surfactants testés ont montré
une influence positive sur la production de lipase [128].

En outre, les travaux de Costas et al. (2004) ont démontré également que I’addition de
surfactants au milieu de culture augmenterait la sécrétion des enzymes lipolytiques pour un
grand nombre des microorganismes. L’augmentation peut étre due a un changement de la
perméabilité de la paroi cellulaire ou bien encore alaliaison qui pourrait existée entre paroi et
enzyme [87].

Enfin, il semble que les surfactants n’augmentent pas toujours la production des enzymes

lipolytiques et leur effet different d’un microorganisme al’autre.
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- En présencedelatributyrine:
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Figure 21 : Activité enzymatique du consortium dosée par colorimétrie en présence de la
tributyrine comme substrat.

Les résultats du dosage des activités enzymatiques en présence de la tributyrine sont illustrés
par lafigure 21. De méme que pour le tween 80, le maximum de I’activité enzymatique n’a été
obtenu qu’apres 28 heures d’incubation. Ceci peut étre expliqué, une fois de plus, par la
croissance assez lente du consortium bactérien constatée en présence de la tributyrine.

Les travaux de Costas M. et al., (2004) ont rapporté que la tributyrine peut étre efficacement
utilisée afin d’augmenter la production de lipase par plusieurs microorganismes comme Serratia
marscesens, Alternaria brassicicola, Lactobacillus casel ou Pseudomonas sp [87].

Enfin, la plus forte activité enzymatique a été obtenue lorsque la tributyrine est additionnée dans
le milieu comme inducteur. Elle semble donc constituer un substrat de choix comparé a l’huile

d’olive et au tween 80.
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4.8. Mesuredel’activité émulsifiante:

L’étude de I’activité émulsifiante a éé conduite dans le but d’estimer |’aptitude ains que le
degré d’adaptation des différents consortiums bactériens séectionnés a partir des deux
échantillons vis-&vis du substrat carboné (huile d’olive). Les résultats obtenus sont illustrés par

lafigure 22 (aet b).

Aing, I’activité émulsifiante du consortium constitué des souches isolées a partir des
échantillons prélevés a proximité de I’exploitation traditionnelle semble atteindre son niveau
maximal apres seulement 18 heures d’incubation en présence du substrat dans le milieu. En
revanche, celle du consortium composé des souches isolées a partir des échantillons de sol, elle
n’atteint son maximum qu’aprés 32 voir 35 heures d’incubation a 30°C. Une fois de plus, il
semblerait que cette différence d’activités est due sans aucun doute au niveau d’adaptation des
souches en présence du substrat. Ce denier est présent, aux aentours directs de I’exploitation,
non seulement en quantités importantes mais également pendant de longues périodes comparé

aux quantités du méme substrat pouvant existées au niveau du sol.
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Figure 22 : a) Courbe de croissance et I’ activité émul sifiante pour des souchesisolées a
partir de maésra. b) Courbe de croissance et |’activité émulsifiante pour des souchesisolées a
partir de sol.

4.9. Effet de I’action deslipases sur I’adhésion bactériennes (formation de biofilms) :

Cette éude a été menée dans le but de mettre en évidence une éventuelle action des lipases
bactériennes sur I’adhésion de deux bactéries potentiellement pathogénes. Pour cela, deux
souches préalablement isolées et identifiées au laboratoire ; Acinetobacter baumannii (Gram -)

et Saphylococcus aureus (Gram +) ont été mises en présence chacune avec deux surnageants

5
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provenant de cultures, conduites a différents temps d’incubation, des deux consortiums
bactériens producteurs de lipases (ceux isolé du sol et égaement a partir de I’exploitation
traditionnelle). Les résultats obtenus sont illustrés par les figures 23 et 25.

A priori, il semble, dans un premier temps, que | es surnageants obtenus, a partir des cultures des
deux consortiums producteurs de lipases, présentent des actions assez controversées vis-a-vis de
I’adhésion d’Acinetobacter baumannii. Les surnageants obtenus a partir des cultures de 48
heures semblent présenter une action inhibitrice sur I’adhésion de la bactérie. En revanche, ceux
obtenus apres 72 heures d’incubation semblent avoir un effet contraire en favorisant la
formation du biofilm. Cependant, les surnageants obtenus apreés 24 heures ne semblent pas

présenter un quelconque effet sur I’adhésion de la souche (figure 23).

Effet des lipases sur le biofilm d'Acinetobacter baumannii
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24H 48H 72H

Temps (heure)

Figure 23 : Effet des surnageants de lipases sur laformation de biofilm d’Acinetobacter
baumannii.

Les pourcentages d’inhibition de I’adhésion de la souche pathogéne ont été estimés, apres 48
heures d’incubation, & plus de 50% et a environs 60 % respectivement pour le surnageant
obtenu a partir de la culture du consortium obtenu a partir de I’exploitation traditionnelle et

celui obtenu a partir de la culture du consortium obtenu a partir du sol (figure 24).
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Pourcentage d'inhibition du biofilm d'Acinetobacter baumannii
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Figure 24 : Pourcentage d’inhibition du biofilm d’Acinetobacter en utilisant un surnageant de 48

heure d’incubation.

Un congtat identique peut étre rédisé, selon la figure 25, pour ce qui de I’effet des surnageants
obtenus, a partir des cultures des deux consortiums producteurs de lipases sur I’adhésion de
Saphylococcus aureus. Les surnageants obtenus a partir des cultures de 48 heures semblent
présenter une action inhibitrice sur I’adhésion de la bactérie. Par contre, ceux obtenus apres 72
heures d’incubation semblent favoriser I’adhésion de Saphylococcus aureus. Cependant, les

surnageants obtenus apres 24 heures semblent présenter des actions.

Effet des surnageants sur le biofilm de
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Figure 25 : Effet de surnageant de lipase sur laformation du biofilm de Staphylococcus

aureus.
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Conclusion

Conclusion

Cette éude a été réalisée dans le but didentifier des souches bactériennes productrices
d’enzymes lipolytiques. Le screening bactériens réalisés a partir de deux types d’échantillons
de différentes origines a permis d’identifier six souches bactériennes toutes aptes a dégrader
les différents substrats lipidiques additionnées dans le milieu de fermentation. Parmi les
substrats testés I’huile d’olive semble étre un bon inducteur de la production de lipase
guand elle est utilisée comme seule source de carbone dans le milieu de culture. En
outre, la production de lipase se trouve étre associée a la croissance bactérienne et sa secrétion
débute lorsgue la cellule bactérienne est en phase de croissance exponentielle. Cependant les
résultats obtenus ont montré que la période de production enzymatique peut varier de
guelques heures a plusieurs jours selon |’espéce bactérienne et également selon les conditions

environnementales de la bactérie (origine de I’isolement).

Au vu des résultats préliminaires obtenus, ces études doivent étre poursuivies et approfondies
en ciblant une production qualitative et quantitative des lipases suivie d’une caractérisation de
celles-ci. Il serait égaement important d’étudier I’effet de certains parametres physico-

chimiques sur la production des lipases par |es souches bactériennes i sol ées.
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Résumé

Résumeé

Les lipases restent parmi les plus importants biocatalyseurs a effectuer des réactions dans les
milieux agueuses et non agueux. Cela est principalement di a leur capacité a utiliser un large
éventail de substrats, une grande stabilité a des températures élevées, au pH ainsi les solvants
organiques.

Le but de ce travail de recherche a été de réaliser un screening de souches lipolytiques ainsi
gue le dosage de leurs activités lipasiques respectives. Différents échantillons prélevés a
partir de sources variées (exploitation traditionnelles et sols) ont été utilisés pour I’isolement
de souches bactériennes lipolytiques.

L e dosage par colorimétrie et I'estimation des acides gras libres par titration sont |es méthodes
utilisées au cours de cette présente étude pour le dépistage des producteurs de lipases et
I'estimation de |'activité lipasique.

Les résultats obtenus ont révélé que I’utilisation de I’huile d’olive induirait fortement la
production de lipase par les souches provenant de I’exploitation. La capacité des bactéries du
sol autiliser une variété des substrats a été également démontrée.

En outre, les résultats ont également révélés que les souches isolées ont révélé une bonne
activité lipasique et émulsifiante, leur permettant I’assimilation du substrat lipidique présent
danslemilieu.

Au vu des résultats préliminaires obtenus, ces études doivent étre poursuivies et approfondies
en ciblant une production qualitative et quantitative des lipases suivie d’une caractérisation de
celles-ci. Il serait égaement important d’étudier I’effet de certains parametres physico-

chimiques sur la production des lipases par |es souches bactériennes isol ées.



Résumé

Abstract

Lipases remain among the most important biocatalysts to carry out reactions in the
mediums agueous and no agqueous. That is mainly due to their capacity to use a broad range of
substrates, agreat stability at high temperatures, at the pH thus at the organic solvents.

The goal of this research task was to carry out a screening of lipolytic strains as well as
the proportioning of their respective lipase activity. Various samples taken starting from
varied sources (exploitation traditional and soils) were used for the insulation of lipolytic
bacterial strains. Proportioning by colorimetric and the estimate of the free fatty acids by
titration are the methods used at the court of this present study for the screening of the lipase
producers and the estimate of the lipase activity.

The results obtained revealed that the use of the olive oil would strongly induce the
production of lipase by the strains coming from the exploitation. The capacity of the bacteria
of the soil to use a variety of the substrates was also shown. Moreover, the results also
revealed that these isolates revealed a good lipolytic and emulsifying activity, allowing them
the assimilation of the lipid substrate present in the medium.

Within sight of the preliminary results obtained, these studies must be continued and
deepened by targeting a qualitative and quantitative production lipases followed by a
characterization of those. It would be also important to study the effect of certain

physicochemical parameters on the production of lipases by the insulated bacterial strains.
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ANNEXES

ANNEXE 1-
La composition de milieu de culture ESTA : Milieu solide a base de tributyrine et extrait du sol
(Extrait du sol- tributyrine- Agar) [11] :

EXtrait dusol .......coniiiii 750 ml
Extraitdelevure............ocooiiii 19
KoHPO . ..o 0449
Polyvinylealcohol ... 19
THDULYIING. ..o 10ml
Letout est mélangé jusqu’aobtenir une émulsion. Apres on va gjouter :
A QA 159
Extrait dusol........coooniiii 250 ml
ANNEXE 2-

Lesingrédients de milieu géloseé a base de Tween 80 sont :

Bouillon nutritif ..................... 8g/L
NacCl ... 5g/L
CaCl oo 0.1gL
Adar oo 15¢g/L

LepH est gusté a 7. Apres stérilisation a autoclave, ce milieu est additionné de tween 80 stérile a 10
ml /L [20].



ANNEXE 3-

Les caractérigtiques morphologiques et biochimiques des souches isolées a partir d’échantillons

recueillis a proximité d’une exploitation traditionnelle.

ANNEXES

Aeromonas Aeromonas Serratia
Les caractéres Hydrophila sobria liquefasciens
(SR) (SJC) S.B.
Aspect descolonies | Lisse, ronds Lisse, ronds Lisse, ronds
Coloration de Gram Gram (-) Gram (-) Gram (-)
Laformedecellule | coccobacille coccobacille Coccobacille
Pigmentation Rose Jaune citron Blanche
Oxydase Négative Positive Négative
Catalase + + +
Hydrolysede:
- Tween 80 + + +
- Tributyrine - - -
-Huiled’olive + + +




ANNEXES

ANNEXE 4-
I dentification des souches:

L es caractéristiques morphol ogiques et biochimiques, en utilisant le kit biochimiste APl 20 NE et AP
20 E desisolats testés positifs.
Six isolats bactériens ont été identifiés sur la base des caractéristiques phénotypiques de
I’échantillonsisolés du sol et de I’exploitation traditionnelle.
L es caractéristiques phénotypiques :
L es souches observées au microscope sont apparues sous forme des coccobacilles tres courtes.
Lescaractéristiques biochimiques:
Elles sont des souches a Gram (-), psychrophiles facultatives, lipolytiques et ont un fort pouvoir de

dégrader des triglycérides alongues chaines d’AG.

CALTATATER

- T8
A

—

Fig.4 Résultats de lalecture de la galerie de souche Aeromonas hydrophila par AP 20 NE.



ANNEXE 5-

ANNEXES

Résultats de lalecture de la galerie des souches provenant d’une exploitation traditionnelle.

Les AP 20 NE AP 20E
caracteres CR cJC caractéres Cb

Nos + + ONPG +
TRP + - ADH -
Glu + + LDC +
ADH - + OoDC +
URE - - CTE +
ESC + + H2S -
GEL + + URE -
PNPG + + TDA +
GLU + + IND -
ARA - + VP +
MNE + + GEL +
MAN + + GLU +
NAG + + MAN +
MAL + + INO +
GNT + + SOR +
CAP + + RHA -
ADI - - SAC +
MLT + + MEL +
CIT + + AMY +
PAC - + ARA +
Oxydase + + OX -
Catalase + + Catalase +

| dentification Aeromonas Aeromonas Serratia

hydrophila sobria liquefasciens




ANNEXES

ANNEXE 6-

Résultats de lalecture de la galerie des souches provenant du sol.

L es caracteres SOUCHES DE SOL

S3 Sv A

No3 - + +
TRP - - -
Glu - + +
ADH + + +
URE + + +
ESC - ¥ +
GEL ; + )
PNPG : _ +
GLU + + +
ARA - + 4
MNE + + +
MAN - + +
NAG + + +
MAL - + +
GNT + + +
CAP + + +
ADI - - -
MLT + + +
CIT + + +
PAC + + +
OX + + +
Catalase + + +

| dentification Pseudomonas | Pseudomonas | Aeromonas
putida fluorescens | hydrophila
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Glossaire

- Acidegras: il s’agit d’un acide carboxylique R-COOH dont le radical R est une chaine
d’hydrocarbure de longueur variable qui donne ala molécule son caractere hydrophobe. Un
acide gras peut étre saturé, mono-insaturé ou poly- insaturé.

- Acidegrasmono-insaturé: le radical comporte une seule double liaison. On retrouve ce
type d’acide gras notamment dans I’huile d’olive.

- Acidegras poly-insaturé: leradical comporte plusieurs doubles liaisons. On retrouve ce
type d’acide gras par exemple dans les huiles de poissons.

- Acidegrassaturé: leradical ne comporte aucune double liaison. On retrouve ce type
d’acide gras essentiellement dans les lipides d’origine animale.

Acétate de p-nitrophenol : p-NPA apour formule brute CgH;NO, et Poids moléculaire de
181.14788 g/mole.

Densité : rapport de lamasse volumique d’un corps sur la masse volumique d’un autre corps
(généralement I’eau) pris comme référence.

Emulsifiant : les émulsifiants, aussi appelés molécules tensio-actives, sont constitués d’ions
ou d’atomes formant des chaines allongées. 1ls sont caractérisés par une téte hydrophile et une
gueue hydrophobe, mais qui est lipophile.

Emulsion : il s’agit d’une dispersion d’un liquide dans un autre liquide au départ non
miscible avec le premier.

Graisse : matiéres grasses sous forme solide ala température ambiante.

Huile : matiéres grasses sous forme liquide a la température ambiante.

Hydrophile: c’est exactement I’inverse d’hydrophobe.

Hydrophobe : se dit d’une combinaison d’atomes qui n’a aucune affinité pour |’ eau.
Molécules ou parties de molécules qui n’aiment pas |’eau, qui ne peuvent pas se lier a celle-ci
par des liaisons hydrogenes.

I nterphase : zone de contact entre deux liquides non miscibles, ou se crée un film constitué
des molécules tensio-actives de I’huile.

Lipides: ce sont les matiéres grasses. |ls se trouvent dans I’alimentation sous laforme de
triglycérides, de cholestérol et de phospholipides.

Triglycérides: se sont des (tri) esters naturels des acides gras et du glycérol. L hydrolyse de
ce triester fournit un glycérol et 3 acides gras (identiques ou différents).

Tributyrine: (tributyrate de glycérol) est trois I'uns des isomérique glycerylique esters
d’acide butyrique.

Tween 80 polysorbate 80. Détergent non ionigque couramment utilisé en laboratoire.
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