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Etude de la production de la lipase levurienne

Résumé :

Les lipases sont des biocatalyseurs importants sur le plan industriel, en particulier les lipases
microbiennes et par conséquent, le criblage, la production, la purification et la caractérisation
de I'enzyme lipase a partir de souches microbiennes émergent continuellement pour répondre
aux besoins des industries pharmaceutiques et alimentaires. Plus récemment, diverses
approches rentables et efficaces sont tentées pour augmenter la production de lipases chez les
souches microbiennes. Pour cela, ce travail, a deux chapitres, tente d'étudier la production de
lipases levurienne. Le premier chapitre est sur les levures. Aprés avoir traité les
caractéristiques des levures, leur reproduction et leur classification, nous avons abordé leur
habitat, I’isolement et le screening des souches productrices de lipase d’une part, et d’autre
part, nous avons évoqué les facteurs influengant leur croissance et leur application industrielle
notamment, la production d’enzymes. Dans le deuxieme chapitre sur les lipases, nous avons
décrit ’origine de la lipase, sa structure et son mécanisme. Ensuite, la production de cette
enzyme sous différents systemes de fermentation a été discutée. Aussi, I'impact de divers
facteurs tels que les sources de carbone, les sources d'azote, le pH et la température a été
évalué. Et nous avons présenté I’utilisation des plans statistiques, dans la perspective
d'augmenter la production enzymatique a partir de souches microbiennes. Différentes
méthodes de dosage de la lipase ont été révélees. Enfin, les techniques de purification, les
caractéristiques de cette enzyme et ses applications industrielles ont été résumées.

Mots clés : Levure, criblage, lipase, méthode de dosage, utilisation industrielle.
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Study of production of yeast lipase

Abstract:

Lipases are industrially important biocatalysts, in particular microbial lipases, and as a result,
the screening, production, purification and characterization of the lipase enzyme from
microbial strains is continually emerging to meet the needs of the pharmaceutical and food
industries. More recently, various cost-effective and efficient approaches have been attempted
to increase lipase production in microbial strains. To this end, this two-part work attempts to
study yeast lipase production. The first chapter is on yeast. After having treated the
characteristics of yeasts, their reproduction and classification, we discussed their habitat, the
isolation and screening of lipase-producing strains on the one hand, and on the other hand, we
discussed the factors influencing their growth and their industrial application, notably enzyme
production. In the second chapter on lipases, we described the origin of lipase, its structure
and mechanism. Then, the production of this enzyme under different fermentation systems
was discussed. In addition, the impact of various factors such as carbon sources, nitrogen
sources, pH and temperature was evaluated. And we presented the use of statistical designs,
with a view to increasing enzyme production from microbial strains. Different methods of
lipase assay were revealed. Finally, the purification techniques, the characteristics of this

enzyme and its industrial applications were summarized

Key words: Yeast, screening, lipase, assay method, industrial use.
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Introduction

Introduction

Ces dernieres années, le ministére de I'Enseignement Supérieur et de la Recherche
Scientifique a souligné la nécessité de relier I'université, et en particulier les laboratoires de
recherche, avec le domaine industriel. Cette initiative vise a valoriser la recherche scientifique
en vue d'accroitre la prospérité du pays dans plusieurs domaines : l'industrie, l'agriculture,
I'environnement, la nutrition ...etc., et ainsi ces recherches contribuent au développement de

I'économie du pays.

Notre travail entre dans le cadre d’un projet de recherche visant la production a faible
cout d’enzymes a intérét industriel. Cette recherche permet certainement 1’amélioration de

1’économie du fait qu’elle participe a la réduction de I’importation des biocatalyseurs.

La demande accrue d'enzymes industrielles d'origine microbienne, en particulier les
lipases, qui ont recu le moins de priorité jusqu'a une décennie et demie et ont pris beaucoup
d'importance ces derniers temps en raison de leurs applications dans une grande variété de
domaines tels que I'alimentation, les produits laitiers, la pharmacie, les détergents, le textile, le
papier, les industries oléochimiques, de la parfumerie, de la cosmétique, etc (Dehbi et al.,
2016; Avhad et Marchetti, 2019).

Les lipases sont obtenues a partir des plantes, des animaux et des micro-organismes.
Elles catalysent I'hydrolyse des triglycérides en glycérol et en acide gras. Comme les
amylases et les protéases, les lipases d'origine microbienne ont une plus grande importance
industrielle car elles sont plus stables (par rapport aux lipases végétales et animales) et
peuvent étre obtenues a faible colt. En effet, les lipases sont largement produites par les
micro-organismes, et spécifiquement par les levures et par conséquent, le criblage, la
production et la purification de cette enzyme a partir de souches levuriennes émergent
continuellement pour répondre aux besoins des industriels. Plus récemment, diverses
approches rentables et efficaces sont tentées pour améliorer la production de lipases
(Bharathi and Rajalakshmi, 2019 et Fickers et al., 2005).

En Algérie, les lipases sont tres intéressantes pour les applications biotechnologiques,
elles sont importées en totalité, ce qui nécessite la création des industries locales pour la
production de ces enzymes. Le principal obstacle qui freine I’application des lipases repose
sur le codt élevé de la de production. Pour cette raison, il est impératif de chercher des
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nouvelles voies par I’utilisation des déchets industriels et agroalimentaires afin de diminuer le
colt de production (Bataiche, 2014).

L’industrie oléicole est une industrie agroalimentaire qui génére des déchets lipophiles
souvent non recyclés de nature solide (grignons d’olive feuilles et bois) et liquide. La mise en
décharge de ce type de déchets n’est pas autorisée par la 1égislation algérienne ; ces déchets
sont soit brulés soient rejetés dans 1’environnement sans traitement préalable réel, or ils sont
toxique ce qui nécessite leur valorisation par les microorganismes. La biodégradation
compléte de ces matieres polluantes comporte 1’étape de lipolyse par I’intervention des

enzymes lipolytiques (Bataiche, 2014).

La présente étude est portée sur I’étude de de la lipase levurienne a intérét
biotechnologique. Notre intérét pour les levures se traduit par le fait que ces microorganismes
sont intervenants dans divers domaines et I’intérét qu’elles suscitent aujourd’hui est di a leur
grande diversité. Un grand nombre de levures communément utilisées en biotechnologie a été
obtenu a partir d’habitats naturels ou elles ont été développent. L’ingénierie de ces levures a
donc trouvé dans I’industrie de la fermentation des champs d’application privilégié pour
produire divers meétabolites, des acides gras, des pigments, et des antibiotiques, des
biomolécules telles que les enzymes (Razki, 2014). Ceci a conduit a l'identification de
nouvelles enzymes a partir de nouvelles sources, en se basant, sur diverses méthodes de
criblage actuellement disponibles pour l'identification des producteurs de lipases.

Ce manuscrit comprend une premiére partie sur les levures. Les informations
fondamentales que nous y avons apportées renferment: 1’origine, la reproduction, la
classification ...etc. et nous nous sommes intéressés a 1’habitat, 1’isolement et le screening des
souches lipolytiques, les conditions de leur croissance et leur utilisation en industrie. Dans la
deuxieme partie, nous avons abordé les connaissances les plus importantes sur la lipase
levurienne : 1’origine, la structure et le mécanisme d’action, le processus de la production de
la lipase, I’amélioration de la production, les différentes méthodes de dosage, la purification,

la caractérisation et les applications industrielles.




Chapitre 1
Les levures



Chapitre 1 : les levures

1. Généralité

Les levures sont des champignons microscopiques unicellulaires de forme sphérique ou
ovoide se multipliant par bourgeonnement. Le terme de levure (du latin levare = rendre léger)
rappelle ses capacités a « faire lever » les pates panifiables.

L’homme a utilisé les propriétés des levures de facon purement empirique. En effet, ¢’est
en Egypte que le premier pain aurait levé par fermentation naturelle d’un mélange de farine et
d’eau abandonné pendant plusieurs jours (Castan, 2016).

Les levures sont des micro-organismes eucaryotes qui incluent un groupe hétérogene de
microbes représentant les phylums ascomycetes et basidiomycetes. La levure joue plusieurs
réles importants fermentation alimentaire, y compris la production d'alcool, la production et
I'utilisation d'acides organiques, amélioration de la saveur, de l'ardbme et de la texture,
amélioration des propriétés nutritionnelles et réduction des facteurs anti-nutritionnels et des
toxines (Amit et al., 2018).

La levure Saccharomyces cerevisiae (Figurel) est 1’organisme ecucaryote le plus
connu car elle est utilisée depuis longtemps comme modéle en tant qu’outil de recherche
fondamentale et appliquée. Elle appartient & la famille des ascomycetes et elle n’est pas

pathogene pour I’homme (Sanchez, 2008).

Figurel : Vue microscopique de levure Saccharomyces cerevisiae (Cheriet, 2015).

2. Caractéristiques
2.1.Caractéristiques microscopiques

La levure apparait comme un organisme modele dans les études sur les eucaryotes car

elle a des caractéristiques ultra structurales similaires a celles des cellules eucaryotes

supérieures.
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La taille des cellules peut varier considérablement, en fonction des espéces et des
conditions de croissance. Certaines levures peuvent étre seulement de 2 a 3 mm de longueur,
tandis que d'autres peuvent atteindre des longueurs de 20 & 50 mm. La largeur de la cellule
semble moins variable, entre 1 et 10 mm S. cerevisiae est généralement de forme ellipsoide
avec un grand diametre de 5-10 mm et un petit diamétre de 1-7 mm (Walker, 2009).

La cellule de levure posséde un vrai noyau et est pourvu d’inclusions cytoplasmiques :
mitochondries, appareil de Golgi, réticulum endoplasmique, ribosomes, vacuoles, et granules
de réserves (Figure2) (Guiraud, 1998).

mitochondrie
ADN plasmidique

ADN mitochondrial

chromosome

endosome

paroi

exocytose
membrane
plasmique

ribosomes libres

vésicule de
sécrétion

vacuole
appareil de Golgi
cytoplasme

réticulum endoplasmique
noyau rugueux avec ribosomes

Figure 2 : Représentation schématique d’une cellule de levure (Guiffant, 2008).

Les cellules peuvent rester accolées et donner naissance a un pseudomycélium ou méme un

vrai mycélium (Figure3) (Guiraud, 1998).

==

Figure 3 : Filamentation des levures. A : pseudomycélium ; B : vrai mycélium ; C : vrai
mycélium cloisonné (Guiraud, 1998).
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2.2.Caractéristiques morphologiques
La caracterisation morphologique des colonies des levures est basée sur la texture, la
couleur, la surface, I'élévation et la marge (Kurtzman et al., 2011).

» Texture : Elle est mucoide, fluide ou visqueuse, butyreuse, friable ou membraneuse.
La croissance mucoide est fréquemment associée a l'encapsulation de cellules
provenant de la production de polysaccharides extracellulaires; la croissance
membraneuse résulte généralement d'une formation abondante dhyphes ou de
pseudohyphes.

» Couleur : La présence de pigments caroténoides non diffusibles rouges, orange ou
jaunes est caractéristique de certains genres, par exemple, Phaffia, Rhodosporidium et
Sporidiobolus. Autres levures, telles que Metschnikowia pulcherrima, certaines
especes de Kluyveromyces et certains mutants de Saccharomyces nécessitant l'adénine,
produisent des pigments rouge foncé diffuses et non caroténoides. La majorité des
levures, cependant, produisent une croissance dont la couleur varie du blanc a la créme
au bronzage.

» Surface : Elle peut étre brillante ou terne, lisse, rugueuse, sectorisee, pliée, striée. Les
souches lisses lorsqu'elles sont isolées pour la premiére fois deviennent parfois
rugueuses lorsqu'elles sont maintenues sur gélose. Ce changement s'accompagne, dans
certains cas, d'un changement de texture de butyreux a membraneux. Une nouvelle
rupture entraine genéralement, une fois de plus, la formation de colonies lisses et
rugueuses.

> Elévation : La croissance est plate, déprimée au centre, surélevée et en forme de
ddéme, ou conique.

» Marge : le bord de la colonie apparait entier, ondulé, lobé, érigé ou frangé d'hyphes
ou de pseudohyphes.

2.3.Caracteres biochimiques
Les levures étant dépourvues de chlorophylle sont incapables de produire les composés
organiques nécessaires a leur croissance. Elles sont donc saprophytes et quelques fois
parasites. Pour leur croissance, elles ont besoin d’oxygéne, de sources organiques de carbone,
d’azote minéral ou organique, de divers minéraux, d’une température et d’un pH adéquats.
Certaines d’entre elles ont également besoin d’un ou plusieurs vitamines comme par exemple
la thiamine (vitamine B1), la biotine (vitamineB8), I’inositol (vitamine B7), I’acide

pantothénique (vitamine B5) et d’autres facteurs de croissance.
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Toutes sont capables d’utiliser le D-glucose, le D-fructose et le D-mannose. Certaines levures
produisent des lipides telles que Lipomyces starkeyi alors que d’autres ont plutdt une activité
lipolytigue comme Candida rugosa. Il a été révélé que les levures du genre Cryptococcus et
Rhodotorula utilisent de nombreux substrats carbonés par voie oxydative (Belmaziz et
Djalal, 2017).

3. Reproduction
La levure existe sous deux formes diploide ou haploide qui peuvent suivre deux types de
divisions cellulaires : la reproduction végétative (asexuée) et la reproduction sexuée. La
ploidie est la répétition de chromosome. Les cellules sont haploides lorsqu’elles contiennent
un seul exemplaire de chromosomes (n chromosomes). Au contraire, les cellules avec des
chromosomes en double exemplaire (2n chromosomes) sont diploides. La reproduction
cellulaire est différente en fonction du génotype de la construction cellulaire (Nguyen, 2016).
3.1. Reproduction asexuée

La croissance végétative de S. cerevisiae concerne aussi bien les cellules haploides que
les cellules diploides et c’est sur ce principe que les levures utilisées en laboratoire sont
«cultivées». La reproduction végétative nous meéne a la notion de cycle cellulaire. En effet,
une cellule mere est capable de donner naissance & une cellule fille identique en termes de
contenu chromosomique.

Saccharomyces cerevisiae se divise par bourgeonnement, d’ou le terme de « levure
bourgeonnante » retrouvé dans nombre d’ouvrages et de publications. Ce bourgeonnement est
axial dans le cas des cellules haploides : un nouveau bourgeon se forme préférentiellement a
proximité du site précédent de bourgeonnement (marqué par une cicatrice). En ce qui
concerne les cellules diploides, ce bourgeonnement est bipolaire : le nouveau bourgeon peut
apparaitre soit a co6té du précédent site de bourgeonnement (on parle de bourgeonnement
proximal), soit a son opposé (il s’agit de bourgeonnement distal) (Figure 4). 1l est a noter que
les cellules filles favorisent le bourgeonnement au péle distal (Guiffant, 2008).
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Figure 4 : Bourgeonnement d’une cellule de levure (Guiffant, 2008).

3.2.Reproduction sexuée

En plus de la croissance végétative, S. cerevisiae est capable d’avoir une reproduction
sexuée. Des cellules haploides sont capables de se comporter comme des gametes et de
former un zygote diploide : ce phénoméne est appelé conjugaison. Pour cela, chaque
partenaire sexuel haploide émet des phéromones sexuelles dans le milieu. Ce sont des petits
peptides appelés facteur a ou facteur o, ce sont eux qui déterminent le type sexuel (ou
haplotype) d’une souche haploide. Ils se lient a des récepteurs exposés a la membrane des
cellules de type sexuel opposé. Le zygote, formé par conjugaison, pourra alors croitre de
maniere végétative par le biais de mitoses successives. A 1’état naturel, c’est le mode
croissance privilégié par la levure S. cerevisiae. En effet, la sporulation n’a lieu que pour
passer a 1’état de spores qui sont une forme de résistance aux carences et aux stresses ; la
conjugaison n’est utilisée que pour revenir a 1’état diploide lorsque les conditions de

croissances sont redevenues convenables (Figure 5) (Guiffant, 2008).
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Figure 5 : Reproduction sexuée des levures (Guiffant, 2008).

4. Classification des levures
Grace au développement des techniques d’analyse, Lodder (1971) a pu établir une
classification des levures basée sur les criteres morphologiques, culturaux, sexuels et
physiologiques. Cependant, I’isolement de nouvelles souches, ainsi que 1’avénement des
biotechnologies ont permis par la suite a Kreger-Van Rij en (1984) de réactualiser cette
classification qui, outre les criteres cités plus haut, repose sur 1’étude de certains organites
(exemple : le noyau, I’ADN).Cette classification est devenue actuellement une référence et
comprend une soixantaine de genres et prés de 500 especes (Kreger-Van, 1984).
Les levures se divisent en 3 grandes classes : Les ascomyceétes, les basidiomyceétes et les

deutéromycétes ou levures imparfaites (Tableau 1).
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Tableau 1 : Classification des levures Ascomyceétes et Basidiomycétes (Labbani, 2015).

Ascomycetes
Schizosaccharomycetes Dipodascopsis Saccharomycodaceae Komagataella
Schizosaccharomycetales Lipomyces Hanseniaspora Kuraishia
Schizosaccharomycetaceae Myxozyma Kloeckera Lodderomyces
Schizosaccharomyces Zygozyma Saccharomycodes Lindnera
Metschnikowiaceae Saccharomycopsidaceae Macrorhabdus
Saccharomycetes Clavispora Saccharomycopsis Meyerozyma
Saccharomycetales Metschnikowia Trichomonascaceae Millerozyma
Ascoideaceae Pichiaceae Spencermartinsiella Nakazawaea
Ascoidea Brettanomyces Trichomonascus Ogataea
Cephaloascaceae Dekkera Wickerhamiella Pachysolen
Cephaloascus Peterozyma Saccharomycetales incertae Phaffomyces
sedis
Dipodascaceae Pichia Aciculoconidium Priceomyces
Dipodascus Saturnispora Ambrosiozyma Scheffersomyces
Galactomyces Saccharomycetaceae Arxula Schizoblastosporion
Geotrichum Kazachstania Ascobotryozyma Schwanniomyces
Endomycetaceae Kluyveromyces Babjeviella Sporopachydermia
Endomyces Lachancea Barnettozyma Starmerella
Helicogonium Nakaseomyces Blastobotrys Starmera
Myriogonium Naumovia Botryozyma Sympodiomyces
Phialoascus Saccharomyces Candida Trigonopsis
Eremotheciaceae Tetrapisispora Citeromyces Wickerhamia
Coccidiascus Torulaspora Cyniclomyces Wickerhamomyces
Eremothecium Vanderwaltozyma Debaryomyces Yamadazyma
Lipomycetaceae Zygosaccharomyces Hyphopichia Yarrowia
Babjevia Zygotorulaspora Kodamaea Zygoascus

Basidiomycétes

Hymenomycetes Bulleribasidium Sterigmatomyces Ustilaginomycetes
Cystofilobasidiales Bulleromyces Microbotryales Malassezia
Cystofilobasidiaceae Cryptococcus Microbotryaceae Pseudozyma
Cystofilobasidium Cuniculitrema Bensingtonia Rhodotorula
Cryptococcus Dioszegia Curvibasidium Sympodiomycopsis
Guehomyces Fellomyces Leucosporidiella Tilletiopsis
Itersonilia Filobasidiella Leucosporidium
Mrakia Holtermannia Mastigobasidium
Phaffia Kockovaella Reniforma
Tausonia Sirobasidium Rhodosporidium
Udeniomyces Sterigmatosporidium Rhodotorula
Xanthophyllomyces Tremella Sporobolomyces
Filobasidiales Trimorphomyces Naohideale
Filobasidiaceae Tsuchiyaea Bannoa
Cryptococcus Erythrobasidium
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Filobasidium Uredinomycetes Naohidea
Trichosporonales Agaricostilbales Rhodotorula
Trichosporonaceae Agaricostilbaceae Sakaguchia
Cryptococcus Agaricostilbum Sporobolomyces
Cryptotrichosporon Bensingtonia Sporidiobolales
Trichosporon Chionosphaera Sporidiobolaceae
Tremellales Kondoa Rhodosporidium
Tremellaceae Kurtzmanomyces Rhodotorula
Auriculibuller Sampaio Sporidiobolus
Bullera Sporobolomyces

Toutefois, la classification de référence actuelle est celle de Kurtzman, Fell et Boekhout
(2011), elle classe les levures en six grands phylums (division ou embranchement)
(Kurtzman et al., 2011) :

1-Ascomycota : Genre Ascosporogene et sexué, résultant de la transformation d’une cellule

apres la méiose.

2-Basidiomycota : Réalise une reproduction sexuée avec formation de basidiospores sur une

baside.

3- Deuteromycota : Connu sous le nom de Fungi imperfecti (levures imparfaites), ces levures

sont caractérisées par la reproduction végeétative.

4- Zygomycota : Posséde des zygospores (fusion de deux gamétanges), un mycélium

siphonné, sans cloison.

5- Glomeromycota : N’ayant ni reproduction sexuée, ni mycélium siphonné, et non

cloisonné.

6- Chytridiomycota : Ayant des zoospores (spores flagellées) a une flagelle et sans

mycélium.

4.1. Taxonomies
Les régles de taxonomie des levures et d’autres champignons relévent de 1’autorité du
Code international de nomenclature botanique. La version la plus récente du Code a été
adoptée au dix-septieme Congrés botanique international (Kurtzman et al., 2011).
L'espéce de levure la plus exploitée commercialement est S. cerevisiae (Levure de boulanger).
Elle appartient a la subdivision du royaume fongique Ascomycotina. Le tableau 2 résume la

hiérarchie taxonomique de S. cerevisiae (comme exemple de levure) (Walker, 2009).

E
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Tableau 2 : Hiérarchie taxonomique de la levure (Walker, 2009).

Catégorie taxonomique Saccharomyces cerevisiae
Royaume Fungi
Division Ascomycota
Subdivision Ascomycotina
Classe Hemiascomycete
Ordre Endomycetales
Famille Saccharomycetacae
Sous-famille Saccharomyetoideae
Genre Saccharomyces
Espéce Cerevisiae

Les autres genres de levure sont classés sous Basidiomycotina (par exemple, Cryptococcus
spp et Rhodotorula spp et Deuteromycotina (par exemple, Candida spp. et Brettanomyces
spp) (Walker, 2009).

5. Habitat des levures

Les levures sont largement distribuées dans tous les biomes du monde. Elles ont été
trouvées dans les niveaux supérieurs de I'atmosphere (au-dessus des nuages de stratosphere),
les parties les plus profondes des océans, les aquiféres sous-marins, les anciennes glaces
glaciaires et elles sont abondantes dans toute la phyllosphére. Les levures sont associées aux
virus, bactéries, autres champignons, algues, plantes vasculaires et animaux (Starmer et

Lachance, 2011) Les levures ont été isolées de différentes niches (Tableau 3) :

» Sols

Le sol est un réservoir pour la survie a long terme de nombreuses levures, plutdt qu'un
habitat pour la croissance. Cependant, les levures sont omniprésentes dans les sols cultivés
(environ 10000 cellules de levure par gramme de sol) peuvent se trouvent dans la partie
supérieure, couches de sol aérobies (10-15 cm) (Walker, 2009) et aussi elles peuvent isoler

de la profondeur du sol jusqu’a 35 cm (Labani, 2015).

E
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» Eaux
Les levures prédominent dans les couches superficielles des eaux douces et salées, mais
ne sont pas présentes en grand nombre (environ 1000 cellules par litre). De nombreux isolats
de levures aquatiques appartiennent a des genres a pigments rouges (Walker, 2009).
> Atmospheére
On peut s'attendre a quelques cellules de levure viables par métre cube d’air. La
dispersion des levures a partir du sol est assurée par le vecteur car celles-ci n'étant pas
mobiles (Dassy, 2018 et Walker, 2009).
> Plantes
L'interface entre les nutriments solubles des plantes (sucres) et le monde septique sont
des niches favorisées par les levures. La propagation des levures sur la phyllosphere est
facilitée par des insectes (par exemple, Drosophila spp).Cependant, quelques levures sont
des agents pathogenes des plantes. La présence de nombreux composés organiques en
surface et dans les zones en décomposition (exsudats, fleurs, fruits, phyllosphere,
rhizosphére et zones nécrotiques) crée des conditions favorables a la croissance de levures,
(Walker, 2009).
Par exemple le cas de banane il existe peu d'informations sur la microflore des levures a la
surface des bananes des Philippines. Par conséquent, les bananes des Philippines
représentent une source inexploitée de souches de levure. Les souches de levures de cet
environnement peuvent donner des produits précieux tels que des enzymes et d'autres

molécules bioactives (Gana et al., 2014).
» Animaux

Quelques especes de levures sont commensales des intestins et de la peau des animaux.
Plusieurs espéces sont pathogénes pour I'homme. De nombreuses levures sont commensales
des insectes qui sont de bons vecteurs pour leur distribution (Dassy, 2018).

» Batiments
Les levures sont assez omniprésentes dans les batiments. Leur présence, aussi, a été

réveélée sur le papier peint domestique (Walker, 2009).

E
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Tableau 3 : Habitats naturels des levures.

Habitat Exemples Références
Atmosphere Cryptococcus spp., Debaryomyces spp., Walker, 2009
Rhodotorula spp. et Sporobolomyces spp.
Tractus intestinal et peau Candida albicans Walker, 2009

des animaux a sang chaud

Surface des bananes

Pichia anomala

Ganaetal., 2014
Pseudozyma pruni

Debaryomyces spp., Yarrowia
spp., Candida spp.,
Zygosaccharomyces spp.
et Saccharomyces cerevisiae

Produits laitiers
Romano, 2009

Eaux Rhodotorula spp. Walker, 2009
Debaryomyces hansenii

Sol Lipomyces spp. et Schwanniomyces spp. Walker, 2009

Batiments Aureobasidium spp. (levure noire) Walker, 2009

6. Isolement et screening des levures lipolytiques

Les levures susceptibles de produire des lipases sont récupérées a partir d'une large
gamme d’habitats spécifiques y compris les déchets des huiles végétales et de produits
laitiers, sols contaminés par les huiles, les graines et détériorés alimentaire .Cela indique que
la nature offre un énorme potentiel pour identifier de nouvelles sources de lipases avec de
nouvelles propriétés. La recherche de micro-organismes aux propriétés lipolytiques souhaitées
est toujours en continue a partir de sources naturelles (Kurtzman et al., 2011 ; Salihau,
2012).

Les techniques d’isolement sont souvent réalisées pour la récupération des levures, en
utilisant des milieux qui permettent aux levures de se développer, tout en supprimant les
moisissures et les bactéries. Ces milieux exploitent le fait que les levures sont généralement
capables de se développer a des niveaux de pH et des activités de I'eau qui réduisent ou
inhibent la croissance de bactéries (Kurtzman et al., 2011).

Parmi les levures, Candida sp est le producteur de lipase le plus potentiel rapporté dans la
littérature. Alors que, la lipase produite par Candida rugosa est devenue rapidement I'une des
enzymes industrielles les plus utilisées en raison de sa haute activité, aussi bien en hydrolyse
qu'en synthése. D’autres levures ont été, aussi, signalées a étre de puissants producteurs de
lipases a savoir: Trichosporon asahii, Candida cylindracea, Aureobasidium pullulans,

Saccharomyces cerevisiae, Yarrowia lipolytica (Salihau, 2012).

Capece et al.,2020 et Capece and

3
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Cette popularité dans I'industrie a provoqué une demande de nouvelles sources de lipases

avec des caractéristiques catalytiques alternatives, ce qui stimule I'isolement et la sélection de

nouvelles souches levuriennes lipolytiques (Tableau 4) (Salgado et al., 2019).

Tableau 4 : Isolement et screening de certaines souches de levures lipolytiques.

Echantillons Milieu Criblage Souches productrices de lipase | Référence
d’isolement
- Boues Extrait de | Sur milieu gélosé additionné de la | Rhodotorula slooffiae, Candida | Yal¢in et al.,
actives levure - tributyrine davisiana, Cryptococcus 2013.
- Sol et eaux extrallt de Les isolats présentant une zone dlffluer;)s Et Crypto_coccus
usées ma t- claire sont sélectionnés pour Uzbekistanensis.
Gélose : ) . ) . -
provenant du (YMA). I’identification et la production de Candida parapsilosis,
des raffineries lipase par fermentation submergée Rhodotorula muciloginosa,
_ Sol SmF. Cryptococcus albidus,
o Wickerhamomyces anomalus.
contaminés
par le pétrole
Eaux usées Extrait de Trois différentes méthodes sont Magnusiomyces capitatus.
des moulins levure - utilisées Salgado et
de %r.zﬂlijlztlon exr:]r::;[ fje 1/ _TW«_aen 20 agar : L'rflctivité al., 20109.
Jolive situd Gélose lipasique a été detectée par
OIve SIHe I'hydrolyse du Tween-20 (zone
dans la région (YMA). yaroly .
claire).
sud du
Portugal. 2/- Test de la tributyrine : Positif
si  formation de précipités et
absence de turbidite.
3/ Test de Rouge de Phénol :
Positif si changement de couleur
autour du disque.

Pelures de Gélose au Méthode décrite par Hrarring Pseudozyma pruni- P. prolifica | Ganaetal.,
banane sulfate (1998) :  Utilisation du milieu de | - P. hubeiensis— Brandoniozyma 2014.
d'éthanol | Sierra avec du tween 80 : Positif si spp. - Pichia anomala - P.

(ESA). formation de Précipités autour des prolifica.
colonies de levures
Effluentde | Gélose -Test selon Hankin et Meyerozyma guilliermondii. Knob et al.,
réfrigérateur | Sabouraud. | Anagnostakis (1975) Tween-20 ou 2020.

d'abattoir et
effluents
d'huilerie.

Tween-80 : Positif si formation
des halos mesureés par l'indice
enzymatique (IE).
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Phylloplan | Gélose Test réalisé dans des tubes Pseudozyma hubeiensis - Bussamara
d'Hibiscus | YEPG. contenant de la levure et 0,5% de | Debaryomyces occidentalis - et al,. 2010.
rosa-sinensis Tween 20 : Positif si croissance cryptococcus spp. —
(Brésil) indiquée la présence d'une activité | Sporidiobolus salmonicolor.

enzymatique. Les souches
sélectionnees sont alors testées
avec des matiéres premiéres bon
marché (huile de soja ou graisse
bovine).

7. Métabolisme

Le métabolisme chez les levures comprend deux types de catabolisme énergétique, la
voie respiratoire et la voie fermentaire. Ces deux voies peuvent se déclencher selon plusieurs
facteurs génétiques, environnementaux et nutritifs. Mais c’est la concentration du substrat
(glucose) et D’aération (I’oxygéne) qui déterminent principalement [’orientation du
métabolisme et jouent un réle important dans les mécanismes de régulation et d’activation.
(Cheriet, 2015).

La premicre étape de transformation du glucose suit la voie d’Embden Meyerhof Parnas
(EMP) aussi appelée la glycolyse. Cette étape qui se déroule dans le cytosol est commune
pour la respiration et la fermentation (Figure 6). Elle comprend une série de dix réactions,
chacune catalysée par une enzyme spécifique. La glycolyse conduit a la formation de deux
molécules de pyruvate a partir duquel les voies de respiration ou de fermentation seront

activées (Castro Martinez, 2007).

CYTOSOL
A Fracsuse 1-6-F
A& )
Glycérel
sctétoac-p 3P,
s
aY SO
At ) T; =
uryu-ue o A
K.
Actate
s |

(- Nabie
o

Acegyl CoA l
K Symthése scides
S garaleacitate ; ~ gras, stérols
Chrste | Chsiee

Malate i
, o ¢4
{ne s

Fumarate Isadtrate ot
s A2
Succinate a-cétoglutarate o
~——

MITOCHONDRIE

Figure 6 : Métabolisme respiratoire et fermentaire chez Saccharomyces cerevisiae (Gervasio,
2008).
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7.1.Métabolisme oxydatif
Pour la voie aérobie, la levure se sert de la respiration pour métaboliser les glucides en
dioxyde de carbone et en eau (Dickinson and Schweizer, 2004). Cette voie a trois fonctions

principales :

e la production d’ATP
e larégénération du cofacteur NAD*
e la formation de radicaux carbonés intermédiaires pour les biosynthéses
cellulaires.
La respiration est obtenue en trois étapes : le pyruvate est transformé en acétyl-CoA par le
pyruvate déshydrogénase, puis 1’acétyl-CoA formée rentre dans le cycle de Krebs (qui se
déroule dans la mitochondrie), et finalement la chaine respiratoire est active. Le bilan aérobie

théorique est :

CeH1206 + 606 + 38Pi + 3BADP — 6CO, + 6H,0 + 38ATP + 688Kcal (Castro
Martinez, 2007).

7.2. Métabolisme fermentaire
Pour la voie anaérobie, le microorganisme fermente les glucides et produit de 1’éthanol et du

CO,. (Métabolisme en I'absence de dioxygene) (Dickinson and Schweizer, 2004).

L’acide pyruvique produit a la fin de la glycolyse est décarboxylé en acétaldéhyde lui-méme
réduit en éthanol grace au NADH® formé au cours de 1’oxydation du glycéraldéhyde-3
phosphate. Ces deux réactions sont couplées et constituent un mécanisme d’oxydoréduction

(Figure7) (Castro Martinez, 2007).

(1) CH,COCOOH > CH3;CHO + CO2
Pyruvate Pyruvate décarboxylase Acétaldéhyde
NADH+H" NAD
(2) CH3CHO > CH3CH20H

Acétaldéhyde Alcool déshydrogénase Ethanol

Figure 7 : Réactions de voie anaérobie (Castro Martinez, 2007).
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Le bilan anaérobie théorique est :
CeH1206 + 2Pi + 2 ADR_____5 2C,HsOH + 2CO; + 2ATP + 56Kcal.

Cette voie en comparaison avec la voie respiratoire montre un tres faible gain énergétique
(2 ATP/par glucose) puisque le gain est seulement lié a la seule phosphorylation au niveau du
substrat (glycolyse) et la chaine respiratoire qui donne 36 ATP n’est pas active.
Le rendement théorique en éthanol est de 0.51 g d’éthanol par gramme de glucose consommeé.
Cependant les réactions de maintenance, de synthese des infrastructures cellulaires et la
formation des composés secondaires (acide acétique, substance de réserve) limitent ce
rendement a 80-90% de sa valeur théorique. Dans ces conditions, le rendement en biomasse
est de I’ordre de 0.10 g/g de glucose (Castro Martinez, 2007).
Cependant une comparaison des deux types métaboliques est récapitulée dans le tableau
suivant :
Tableau 5 : Comparaison des deux types métaboliques chez les levures (Hencke, 2000).

Type respiratoire Type fermentaire
Métabolisme respiratoire Métabolisme fermentaire méme
en aérobiose en aérobiose
Utilisation du glucose en <30% > 90 %
aérobiose
Transformation totale du CO; et H,O Ethanol + CO,
glucose en
Rendement énergétique Elevé Faible
Utilisation du glucose dans la Peu Importante
synthése de biomasse
Exemples Majorité des levures Saccharomyces,
Schiosaccharomyces,
Brettanomyces,et Kloeckera

7.3.Métabolisme oxydo-réductif
En présence d’oxygeéne certaines levures comme Saccharomyces cerevisiae ont la

particularité de présenter un métabolisme mixte : fermentation (production fermentaire
d’éthanol) et respiration (production oxydative de biomasse) (Tableau 6) (Benamoune,
2017).
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7.3.1. Effet Crabtrée

Découvert en 1929, l'effet Crabtrée (répression catabolique) a été décrit comme un
processus fermentaire avec inhibition de la respiration en présence d’oxygeéne quand la
concentration en glucose atteint un certain seuil. Ainsi la levure passe d’un métabolisme
purement oxydatif a un métabolisme oxydo-réductif (Cheriet, 2015).
Une levure sera considérée comme « Crabtrée positive » si on observe pour des fortes
concentrations de glucose une répression de son métabolisme oxydatif et donc une formation
d’¢éthanol. En revanche, les levures qui sont susceptibles de fonctionner en métabolisme
oxydatif (respiration) méme a de trés fortes teneurs en sucre sont dites « Crabtrée négatives ».
Les levures du genre Saccharomyces et Brettanomyces sont considérées comme Crabtrée
positives (Castro Martinez, 2007).

Tableau 6 : Classification des levures basée sur la propriété fermentative / la réponse de
croissance a la disponibilité de I'oxygéne (walker, 2018).

Mode d'énergie Exemples commentaires
Métabolisme
Fermentaire obligatoire Levures : Candida pintolopesii » Levures d'origine respiratoire déficientes.
(Saccharomyces telluris) Fermenter seulement, méme dans la

présence d'oxygene.

Facultativement fermentatif

e Crabtree-positif

Saccharomyces » Ces levures fermentent principalement
cerevisiae des milieux riches en sucre en présence
d'oxygene (respiro-fermentation).

o Crabtree-négatif » Ces levures ne forment pas d'éthanol dans
e Candida utilis des conditions aérobies et ne peuvent pas
grandir en anaérobie.

e Non fermentaire » Ces levures ne produisent pas d'éthanol,
e Rhodotorula rubra que ce soit en présence ou en l'absence
d'oxygene.
Respiratoire e Candida, » En présence d’oxygene, la levure se sert

Kluyveromyces, de la respiration pour métaboliser les

e laplupart des Pichia et glucides en CO; et H,0.
Hansenula

e Quelques especes de
Torulopsis
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7.3.2 Effet Pasteur
La croissance de levures en aérobiose et anaérobiose a été comparée pour la premiére fois
par Pasteur. Il a constaté une inhibition de la fermentation par la respiration. C'est a-dire, pour
de faibles concentrations en sucre, 1’aération induit une augmentation de la quantité de
biomasse formée, une diminution de la production d’alcool et de la consommation de sucre :
c’est I’effet Pasteur (Castro Martinez, 2007).
7.3.2. Effet Custer
Ce phénomene se rencontre chez certaines levures, en particulier du genre
Brettanomyces. Elles fermentent le glucose plus rapidement en présence d’oxygene qu’en
anaérobiose. L’effet Custer est le résultat de la formation excessive de NADH, due a la
formation de I’acide acétique qui provoque un déséquilibre redox (NAD+/NADH) et de
I’incapacité a produire du glycérol. Ce phénomene a été justifié de la facon suivante : en
présence d’oxygene la cellule pourrait plus facilement réoxyder ses coenzymes réduits dans la
chaine respiratoire, lui permettant d’augmenter le flux glycolytique. En revanche,
Saccharomyces n’est pas sensible a 1’effet Custer et montre une activation de la fermentation

en absence d’oxygene (Effet Pasteur) (Castro Martinez, 2007).

7.4. Métabolisme secondaire des levures
Les levures synthétisent de nombreuses molécules aromatiques ou organoleptiques, que
I'on peut répartir en huit familles principales : alcools supérieurs, acides organiques, esters,
phénols volatils, aldéhydes et cétones, composés soufrés, terpenes et lactones. Un composé
est dit organoleptique s'il agit sur les sens, en I'occurrence ici le golt et I'odorat. Mais la
situation est complexe, car un ardme donné peut dépendre d'un mélange de substances
organoleptiques plutdt que d'une molécule particuliére. De plus, il y a des effets de synergie

ou de masquage provoqués par d'autres composés non organoleptiques (Dassy, 2018).

8. Facteurs influencant la croissance des levures
La croissance est une période d'interaction entre la cellule et son environnement qui lui
fournit les éléments nécessaires (Leveau et Bouix, 1993).
Les levures sont des organismes vivants dont 1’activité requiert des apports nutritionnels
nécessaires a la syntheése des ¢€léments de base qu’elles dégradent a 1’aide d’enzymes
exocellulaires appropriées pour diverses activités métaboliques, y compris la reproduction des

cellules .Ces nutriments doivent étre présents dans le milieu de culture en concentration
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optimale pour éviter toute carence susceptible de limiter 1’activité cellulaire. En outre,
plusieurs facteurs environnementaux tels que : la température, le pH et I’aération influencent

le développement des levures (Bennamoun, 2017).

8.1.Facteurs nutritionnels

Les cellules de levures ont besoin de macronutriments (sources de carbone, d’azote,
d’oxygeéne, de soufre, de phosphore, de potassium et de magnésium) (Tableau 8) au niveau
millimolaire dans les milieux de croissance et ils nécessitent des oligo-éléments (par exemple,
Ca®*, Cu™, Fe**, Mn*, et Zn?*) au niveau micromolaire (Walker, 2009).

Certaines d’entre elles ont besoin d’une ou plusieurs vitamines, dont la biotine, la
thiamine, I’acide pantothénique (ou la B alanine) et plus rarement I’inositol. Par contre, il est
fréquent que les vitamines soient de bons activateurs de la croissance sans étre rigoureusement

indispensables (Delcourt, 2011).

La capacité de la levure de croitre rapidement et sa possibilité d’assimiler comme substrats les
matieres premiéres bon marché ont été montrées. Différents sous-produits et déchets tels que
le lactosérum, corn steep liquor, les grignons d’olives,...ont été utilisés comme source de
carbone et source d’azote. Tous ces substrats constituent de bons milieux de culture pour le
développement des levures et la production des enzymes (Kot et al., 2020 et Bataiche, 2014).
8.1.1. Source de carbones

Le carbone constitue le composé majoritaire de la cellule levurienne et représente
environ 50% du poids sec (Toumi, 2018). Les composes carbonés sont a la fois une source
d'énergie, de carbone et d’hydrogene. Les levures ont besoin de glucides mais elles peuvent
également en produire (tréhalose, glycogéne), aussi il a été révélé que la capacité a utiliser les
sucres varie selon levures (Hencké, 2000).

Les sources carbonées sont d’une grande importance pour les levures puisqu’elles
fournissent le carbone nécessaire pour la biosynthése de constituants cellulaires et 1’énergie
nécessaire a son fonctionnement. Les glucides sont les plus fréqguemment utilisés, en
particulier les monosaccharides comme les hexoses, les disaccharides et les trisaccharides.
D’autre glucides abondants et peu couteux comme les pentoses et les polysaccharides ont fait
I’objet de nombreux travaux ces derniéres années. Cependant, d’autres composes carbonés
peuvent étre utilisés tel que les alcools, les acides ou les composés moins oxygénés comme
les hydrocarbures (Tableau 7) (Rezki, 2014).
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Tableau 7 : Diversité des sources de carbone pour la croissance de levures (Walker and

White, 2018).

Source de carbone

Exemples typiques

Sucres hexoses

D - glucose, D - galactose, D-fructose, D-mannose

Disaccharides

Maltose, saccharose, lactose, tréhalose, mélibiose cellobiose,
mélézitose,

Trisaccharides

Raffinose, maltotriose

Sucres pentoses

L - arabinose, D - xylose, D - xylulose, L - rhamnose

Oligosaccharides

Maltotétraose, maltodextrines

Polysaccharides

Amidon, inuline, cellulose, hémicellulose, chitine,substances
pectiques

Alcools de sucre

Glyceérol, glucitol

Acides organiques

Acétate, citrate, lactate, malate, pyruvate,

succinate
Acides gras Oléate, palmitate
Hydrocarbures alcanes

La richesse du lactosérum en lactose (comme source de carbone) a permet une bonne
croissance de certaines souches levurienne telles que Yarrowia lipolytica (Ould hamouda et
Habachou, 2015).

8.1.2. Source d’azote

L’azote est le deuxiéme constituant important, il joue un role capital puisqu’il entre dans
la composition de plusieurs molécules, essentielles au fonctionnement (Rezki, 2014).

Les levures contiennent 10% environ (de la masse seche de la cellule) d’azote ;il
doit donc étre présent dans le milieu de culture pour étre assimilé (Sanchez, 2008). La
plupart des levures sont capables d’utiliser les sources azotées minérales simples sous forme
d’ion ammonium qui sont apportés dans le milieu par le chlorure d’ammonium (NH4CI), le
nitrate d’ammonium (NH4NO3), le phosphate d’ammonium ((NH,4),HPO,) et surtout le sulfate
d’ammonium, meilleur composé car il apporte en méme temps du soufre nécessaire a la
syntheése de certains acides aminés. L’azote peut étre apporté également par des composés
organiques divers tels que les acides aminés, les peptides ou des polypeptides dont la taille
nécessite pour leur utilisation une hydrolyse par des peptidases intracellulaire (Rezki, 2014).

e Lesoufre : Il est assimilé généralement sous forme inorganique SO4*

e Le phosphore : il est assimilé¢ préférenticllement sous forme d’ion monovalent en

utilisant I’orthophosphate. Il participe au maintien de 1’intégrité de la membrane ainsi

qu’a la synthése des lipides et des hydrates de carbone (Sanchez, 2008).
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Tableau 8 : Eléments nutritifs nécessaires a la croissance des levures et a leurs fonctions
(Belmaziz et Djalal, 2017).

Eléments

Fonctions

Hydrogéne (H)

Constituant de I'eau et des composants de la cellule
donneur d'électrons

Carbone (C) Constituant des composants cellulaires, donneur d'électrons
(respiration), accepteur d'électrons (fermentation)
Azote (N) Constituant des protéines, des enzymes et des acides
nucléiques. Donneur d'électrons (bactéries nitrifiantes)
accepteur d'électrons (bactéries dénitrifiantes)
Soufre (S) Constituant des protéines et du coenzyme A

Donneur et accepteur d'électrons chez les sulfito-bactéries.

Phosphore (P)

Constituant des acides nucléiques, des phospholipides et de
certains coenzymes et I'ATP.

8.1.3. Oligoélements et facteurs de croissance

Les oligoéléments sont des éléments constitutifs de coenzymes, présents en faible

concentrations. Ils sont indispensables, variés et interviennent lors des réactions

enzymatiques. lls jouent un réle important dans I'activation et la stabilisation des protéines et

stimulent la croissance des levures (Tableau 9). Parmi les métaux alcalins indispensables,

souvent les plus rencontrés sont les cations monovalents K*, Na*, Li*, Cs*, Rb™ et les cations
bivalents Mg®*, Co®*, Zn** et Mn** (Toumi, 2018).

Tableau 9 : Importance de certains oligoéléments et vitamines pour la croissance des levures
(Walker, 2000 ; Lourens and Reid, 2002).

Oligoéléments et facteurs de Réle
croissance
Magneésium - Stabilité et perméabilité des membranes.

- Protection de la cellule contre les facteurs négatifs, tels que le
choc thermique et la toxicité de I’éthanol.

Manganése - Favorise la synthese de la thiamine et des protéines, ce qui
contribue a I’augmentation de la biomasse.
Zinc - Coenzymes pour certains enzymes.
- Contribution a la synthese de la riboflavine et certaines protéines.
Biotine - Essentielle dans la réaction de carboxylation et de
décarboxylation.
- Production des alcools et des esthers.
Thiamine - Synthése de I’isoleucine et de la valine.
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Acide pantothénique - Synthese de I’ Acétyl —CoA.
- Production des acides gras et des acides amines.

8.2. Facteurs physico -chimiques
Comme chez tout organisme vivant, un certain nombre de facteurs physiques et
chimiques influent considérablement sur la croissance des levures dont les principaux sont :
8.2.1. Effet de la température
Les levures sont en général mésophiles a des températures voisines de 25-28°C.
La température optimale de croissance se situe entre 20-25°C mais elle peut osciller de 5 a
30°C, et différer de la température courante de culture. Parfois, la multiplication végétative a
encore lieu vers 0°C, et méme légerement en dessous mais le taux de croissance sera faible.
(Hencke, 2000). Les levures peuvent donc étre classer selon la température de leur croissance
(Tableau 10).
» Levures Psychrophiles
Il existe peu de levures de ce type, elles sont facilement isolées a partir des eaux et des sols de
I'Arctique ou I'Antarctique : Comme 90 % des océans ont une température inférieure ou égale
a 5°C, ils constituent un habitat important. Ces micro-organismes s'adaptent a leur
environnement : leurs enzymes, leurs systémes de transports et leurs mécanismes de synthése
protéique fonctionnent bien a basse température. Leurs membranes cellulaires restent semi-
fluides dans le froid grace a leur teneur élevée en acides gras insaturés.
Beaucoup d'entre eux commencent a perdre leurs constituants cellulaires a 25-30°C par

altérations de leur membrane cellulaire (Hencke, 2000).

» Levures psychrophiles facultatives, ou psychrotrophes
Elles sont nombreuses et responsables de la détérioration de la nourriture réfrigérée.
Plus la température de croissance est basse et plus le taux d'acides gras insaturés de la
membrane plasmique est important, plus la membrane est fluide a basse température
(Hancke, 2000).

» Levures mésophiles
La plupart des levures font partie de cette catégorie sont trés peuplée, vu que leur
environnement se situe a une température assez constante de 37°C.

» Levures thermophiles
La levure est susceptible de supporter. Elle différe s'il s'agit d'une chaleur seche ou humide.
La plus grande thermorésistante se retrouve chez Saccharomyces cerevisiae, S. chevalieri,

puis S.baillii et S.uvarum (Hancke, 2000).
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Seuls certains mycetes appartiennent a cette classe qui comporte essentiellement des
bactéries. Ces organismes prosperent dans le compost, les meules de foin, les conduites d'eau
chaude et les sources chaudes. Elles different des mésophiles car leurs enzymes sont
beaucoup plus stables a la chaleur et les systemes de synthése proteique, capables de
fonctionner a des températures élevées. En outre, leurs lipides membranaires sont plus saturés
et ont des points de fusion plus élevés ; ainsi les membranes des thermophiles restent intactes
a des températures élevées, exemple : Cyniclomyces guttulatus, Saccharomyces telluris,
Torulopsis bovina, et T pintolopensii.

La destruction des levures non «thermoreésistantes» commence a 52°C ; les cellules en phase
de croissance exponentielle sont plus sensibles qu’en phase stationnaire, et la mortalité est
maximale en début de bourgeonnement.

Une élévation de la température au -dessus de la température maximale de croissance entraine

I’arrét de la synthése de certaines protéines tandis que d'autres, spécifiques, sont produites.

Tableau 10 : Exigences de température des levures (Hencké, 2000).

Température de Température de Température de
croissance minimale | croissance optimale croissance
maximale
Levures 5°Cvoire 0-1°C < 15°C voire +1°C <20°C
psychrophiles
Facultatif : jusqu'a 0°C 20-30°C 35°C
psychrotrophes
Levures mésophiles 15-20°C voire 0°C 20-45°C < 45°C
Levures thermophiles 45°C 55-65°C voire 45°C > 100°C

L’étude réalisée par Torija et al., 2002 sur I’effet de la température sur la croissance de
Saccharomyces cerevisiae en fermentation alcoolique a montré un allongement de la phase de
latence a basse température (15°C). Cependant, la population est restée viable tout au long de
la fermentation. Par contre, a une température élevée de 35°C, la fermentation a été plus
rapide mais avec une diminution de la viabilité cellulaire dés le début de la fermentation. Par
rapport au métabolisme et a la température élevée, ces auteurs ont observé une augmentation

des produits secondaires de la fermentation, tandis qu’aux températures plus faibles la
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8.2.2. Effetdu pH

Le pH est un autre facteur important pour la croissance des levures, car il détermine
I’activité métabolique des cellules. La valeur du pH a un effet sur la solubilité¢ des nutriments
et sur la perméabilité de la membrane cellulaire (Castro Martinez, 2007).
La croissance est bonne a pH 7-8, I'optimum se situant souvent entre 4,5 et 6,5 mais beaucoup
tolerent de grandes variations. La plupart des levures peuvent se développer a pH= 3,0 et
certaines tolérent mieux des pH trés acides (comme tous les champignons), voisins de 1,5 :
Candida guilliermondii. C krusei, C tropicalis, Hanseniaspora valbyensis, Hanscnula
anomala, Kloeckera apiculatu, Picliia fermentens . Rhodotorula rubra, Zygosaccharomyces,
Saccharomyces ballii, S. cerevisiae, S. exigutts, S. rosei, Trichosporon fermentans,
Zygosaccharomyces rouxii. Les Torulopsis préférent des pH voisins de 2,8-3 (Hancke, 2000).
Les levures du genre Candida se multiplient activement en milieu acide, de pH 2 a pH 6 mais
certaines espéces peuvent survivre a pH 9 comme la souche Clavispora lusitaniae ABS7

isolée des grains de blé provenant de zones arides (Dakhmouche-Djekrif, 2016).

Alors qu’elles supportent la plupart des acides organiques rencontrés dans les aliments, les
levures sont fortement inhibée s par les acides acétique et lactique.
8.2.3. [Effet de ’oxygene

La plupart des levures sont des aérobies, les levures sont généralement incapables de bien
pousser dans des conditions complétement anaérobies car, en plus de fournir I'électron
terminal accepteur dans la respiration, I'oxygene est nécessaire comme facteur de croissance
des acides gras membranaires (I’acide oléique) et la biosynthése de stérol (ergostérol)
(Walker, 2009). Solon Walker (2009) S. cerevisiae est auxotrophe pour I'acide oléique et
I'ergostérol.

8.2.4. Influence de la pression osmotique (PO) et de I’activité de I’eau (aw)

La pression osmotique intervient également sur le développement des levures dont 1’effet
varie d’une souche a une autre. La plupart des souches ne peuvent se développer qu’a des
activités de I’eau inférieure a 0,90. Certaines toleérent des pressions osmotiques plus ¢élevées
correspondant a une activité de I’eau de I’ordre de 0,60 (Tableau 11) mais avec un
métabolisme lent. Ces levures sont dites xérotolérantes car elles sont capables de synthétiser

des osmoprotecteurs (glycérol et bétaine) (Dakhmouche-Djekrif, 2016).
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Tableau 11 : Activité de 1’eau (Aw) minimale pour la croissance de quelques micro-

organismes (Dakhmouche-Djekrif, 2016).

Microorganismes Aw
Levures
S.cerevisiae 0,90-0,94
Rhodotorula sp. 0,90
Levures osmophiles 0,62
Moisissures
Botrytis cinerea 0,93
Fusarium 0,90
Mucor 0,80-0,90
P. expansum 0,85
A. flavus 0,70

9. Biotechnologie des levures

Les levures sont le principal producteur mondial de produits biotechnologiques,

dépassant la production en capacité et les revenus économiques d'autres groupes de micro-

organismes industriels. Les levures ont une grande importance fondamentale et industrielle

dans les disciplines scientifiques, alimentaires, médicales et agricoles (Johnson, 2013).

7
L X4

La levure Saccharomyces cerevisiae est sans doute, I’espéce la plus étudiée et utilisée
dans le monde. Couramment connue comme la « levure boulangere » cette espéce est
un agent majeur dans la formulation de divers produits alimentaires, tels que le pain, la
biére et le vin. Elle est également utilisée pour la production d’enzymes, d’arémes et
de biocarburants. Elle est pour cela considérée comme le « couteau suisse » de

I’industrie de la fermentation (Figure 8) (Camara junior, 2018).

) ‘ Biocarburants
)

Médicaments Vaccins

Levure
"Couteau suisse"

X 13{11 >~ g

Enzymes

Figure 8 : Levure Saccharomyces cerevisiae est considérée comme « couteau suisse »
de I’industrie. (Camara Junior, 2018).
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% Les levures non Saccharomyces (levures non conventionnelles), y compris les

membres des ascomycetes et des basidiomycetes, ont également une utilité actuelle

importante et une applicabilité potentielle en biotechnologie (Tableau 12) (Johnson,

2013).

Tableau 12 : Utilités biotechnologiques des levures ascomycétes et basidiomycetes

(Johnson, 2013).

Ascomycéte

Basidiomycete

Les levures ascomycetes sont
particulierement importantes dans la
formation de :

» Aliments

» Ethanol

» Protéines unicellulaires,

» Aliments pour animaux et fourrage,
> Protéines et d'enzymes,

Et en tant qu'organismes modeles et
fondamentaux pour la délimitation des
genes et leur fonction dans le métabolisme
et les maladies des mammiféres et des
humains.

Les levures basidiomycétes sont connues principalement
pour :

» Production d'enzymes utilisées dans la synthése
pharmaceutique et chimique.

» Production de certaines classes de métabolites
primaires et secondaires tels que les terpenes et les
caroténoides,

» Catabolisme aérobie de sources de carbone complexes

» Biorestauration des polluants environnementaux.

Néanmoins, les levures basidiomycétes semblent avoir un
potentiel considérable en biotechnologie en raison de leurs
utilités cataboliques, de la formation d'enzymes agissant
sur des substrats récalcitrants et de la production de
métabolites primaires et secondaires uniques.

9.1. Utilisation alimentaire

Les levures sont responsables de la production d'une large gamme de produits fermentés

tels que les boissons alcoolisées préparées avec différents types de substrats, les produits

laitiers fermentés, y compris le fromage, les produits levés a base de céréales, et les

condiments. Leur rdle en fermentation a été reconnu par Pasteur, et les premieres cultures

pures de la levure de biere et la levure de vin ont été obtenues respectivement par Hansen

et Miller -Thurgau, a la fin du 19e siecle. Depuis lors, I'application des levures est devenue

une pratique standard dans la fermentation industrielle (Tableau 13) (Amit et al., 2019).
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La levure a également montré une nouvelle fonction d’aliment naturel additif chez les
animaux ruminants et non ruminants pour la manipulation du tractus gastro intestinal et de
I'environnement du rumen. (Monroy Salazar et al., 2016).

Plusieurs especes de levures isolées a partir d'aliments fermentés ont été caractérisées et

appliquées comme démarreur / co-démarreur dans les industries alimentaires fonctionnelles.

Tableau 13 : Produits industriels synthétisés par les levures (Walker, 2009).

Produits Exemples
Breuvages Boissons alcoolisées potables : biére, vin, cidre, saké et spiritueux
distillés (whisky, rhum, gin, vodka et cognac)
Alimentation humaine et Levure de boulanger, extraits de levure, levure fourragere, facteur
animale de
croissance du bétail et pigments alimentaires
Produits chimiques Carburant éthanol (bioéthanol), dioxyde de carbone, glycérol et

vitamines d'acide citrique ; les levures sont également utilis
comme catalyseurs bioréductifs en chimie organique

ées

Enzymes Invertase, insulinase, pectinase, lactase et lipase
Protéines Hormones (par exemple, insuline), vaccins viraux (par exemple,
recombinantes vaccin contre I'hépatite B), anticorps (par exemple, récepteur IgE),

(par exemple, lipase gastrique et chymosine)

facteurs de croissance (par exemple, facteur de nécrose tumorale),
interférons (par exemple, interféron leucocytaire), des protéines
sanguines (par exemple, aloumine sérique humaine) et des enzymes

9.2. Utilisation biomédicale

La biotechnologie et la recherche biomédical exploitent ainsi largement ces
microorganismes, pour la production de molécules d’intéréts médicaux comme la production
de protéines hétérologues (vaccin de I’hépatite B). La facilité d’approvisionnement, de
conservation et de mise en culture de ces microorganismes (Berber, 2017). Les aspects
médicaux bénéfiques des levures sont évidents dans la fourniture de nouveaux agents
thérapeutiques humains gréce a la technologie de I'ADN recombinant de levure (Walker,
2009).

9.3. Autres utilisation
La levure est aussi un excellent modéle expérimentale occupant une place de choix au
sein de la communauté scientifique pour la recherche fondamentale et appliquée en biologie
moléculaire et génie génétique, en biochimie et en toxicologie (Cherit, 2015). Par rapport aux

bactéries, les levures présentent des éléments favorables quant a leur utilisation en
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biotechnologie environnementale. Un avantage majeur pour la deégradation de solvants
organiques Volatils est leur tolérance a 1’acidité. En effet, il a été souvent observé que durant
la dégradation, par exemple, du xyléne, il y a production d’acides intermédiaires acidifiant

ainsi le milieu (Labrecque, 2003).

10. Production d’enzymes chez les levures

Les micro-organismes présentent une bonne source de biomolécules telles que des
enzymes, des acides gras, des pigments, des métabolites et des antibiotiques, qui sont d'une
grande importance commerciale et industrielle et ce fait a conduit a l'isolement de micro-
organismes d’une grande importance biotechnologique tels que les levures qui se sont avérées

étre de bonnes sources d'enzymes (Tableaul4) (Gana, 2014).

Tableau 14 : Enzymes industrielles produites par les levures (Dakhmouche-Djekrif, 2016).

Types d’enzymes Levures utilisées Utilisations
Chymosine Klyveromyces sp. Préparation des aliments
Saccharomyces cerevisiae
Galactosidase Saccharomyces sp. Applications alimentaires
Glutaminase Zygosaccharomyces rouxii Thérapeutique analyse
Inulinases Candida sp. Applications alimentaires
Klyveromyces marxianus
Invertase Saccharomyces cerevisia Applications alimentaires
Lactase Candida pseudotropicalis Préparation des aliments
Klyveromyces sp.
Lipase Candida rigosa Préparation des aliments
Pseudozyma antarctica Arémes, Dégraissage
Trichosporon fermentum Biorestauration
Yarrowia lipolytica Thérapeutique
Détergents
Phenylalanine ammonialyase Rhodotorula sp. Pharmaceutique
Rhodosporidium sp.
Phenylalanine déshydrogénase Candida boidinii Pharmaceutique
Phytase Ogataea polymorpha Fourrage nutritionnelle
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Les principaux avantages de la production des enzymes par les procédés de fermentation par
rapport aux enzymes d'extraction végétale ou animale sont les suivants :

* Une production indépendante des contraintes saisonniéres et géographiques végétal ou
animale.

* Une possibilité d'utilisation de matiéres premieres bon marché.

* Des rendements de production pouvant étre augmentés de facon importante par
I'amélioration des souches microbiennes par génie génétique ou par l'optimisation des
conditions de fermentation (Toumi, 2018).

Les levures sont generalement détectées dans un nombre élevé de produits alimentaires
reflétant leur bonne adaptation a un substrat riche en protéines, lipides, sucres, et acides
organiques. De plus, les levures ont la capacité de produire des enzymes importantes sur le
plan industriel telles que les lipases (Yalg¢in et al., 2013).
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1. Définition

Les triacylglycérol acyle hydrolases-EC 3.1.1.3 (lipases) sont des enzymes produites par
divers organismes, animaux, végétaux et microbiens (Goncalves Filho et al., 2019).Ces enzymes
jouent un réle clé dans la biochimie des lipides (Mireille Alloue et al., 2008). Elles ont été
déterminées par Claude Bernad en 1856 dans le jeu pancréatique comme enzyme qui hydrolyse
les gouttelettes d'huile insolubles et les convertit en produits solubles. Sur le marché mondial des
enzymes les lipases sont classées apres les protéases et les amylases et représentent 5% de ce
marché (llesanmi, 2020).

Les lipases (EC 3.1.1.3) font partie de la sous-classe des hydrolases spécifiques des esters
carboxyliques (EC 3.1.1) et sont définies comme étant des triacylglycérol lipases, donc des
enzymes capable d’hydrolyser spécifiquement les liaisons ester carboxyliques des TAGS, qui
lient les acides gras au squelette carboné du glycérol (Figure 9). D un point de vue biochimique,
une lipase est obligatoirement une estérase, mais I’inverse n’est pas vrai puisqu’il existe de

nombreuses estérases non lipolytiques (Zallot, 2011).

Lipases

Position

Figure 9 : Identification des liaisons esters potentiellement hydrolysables par lipases (Fickers et
al., 2008).

2. Origine de lipase

Les lipases sont largement répandues dans la nature ou elles ont un role physiologique
important dans le métabolisme des graisses. On les retrouve aussi bien dans le regne végétal, chez
les invertébrés et les vertébrés mais également chez de nombreux microorganismes,

principalement sous forme de protéines extracellulaires (Fickers et al., 2008).
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2.1. Lipases végetales
Chez les plantes, les lipases se trouvent dans les céréales, les fruits, les feuilles, Cependant, la
principale source de I'enzyme est les graines ou les triglycérides sont stockés dans des structures
intracellulaires appelées oléosomes (ou oil bodies), car dans les graines il y a généralement une
grande concentration d'huile, qui sera une source d'énergie pour le développement ultérieur de la
plante (Gongalves Filho et al., 2019 et Fickers et al., 2008).
Elles peuvent étre classées en trois grands groupes (Fickers et al., 2008) :
a) Triacylglycérol hydrolase.
b) Acylhydrolases.
c) Phospholipases C et D
2.2. Lipases animales
La plupart des lipases d'origine animale sont obtenues & partir du pancréas des bovins,
d’ovins, de porcs et de cochons ou par dautres animaux hotes présents dans le tractus gastro-
intestinal chez les animaux, dont la fonction est la digestion des graisses et des lipides
(Gongalves Filho et al., 2019 et Bataiche, 2014 ).
Les lipases de mammiféres peuvent étre classées en trois groupes :
A. Le premier est constitué par les lipases associées a la digestion, telles que les lipases
linguale, pharyngale, gastrique et pancréatique.
B. Le second groupe correspond aux lipases présentes dans le cerveau, les muscles, les
artéres, les reins, la rate, le foie et les tissus adipeux.
C. Le troisieme groupe correspond aux lipases produites par les glandes galactogénes
produisant le lait maternel (Fickers et al., 2008).
2.3.Lipases microbiennes
Elles sont obtenues a partir de champignons, de levures et de bactéries. La plupart des
lipases microbiennes sont extracellulaires, ces lipases présentent de grands avantages par rapport
aux autres, elles sont plus abondantes (Tableau 15). Les microorganismes producteurs de ces
enzymes peuvent étre facilement modifiés génétiquement et présentent une grande diversité de

caractéristiques et de spécificités (Goncalves Filho et al., 2019).
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Tableau 15 : Quelque exemple sur 1’origine microbienne de lipase.

Origine Exemples Références
Bactéries Pseudomonas aeruginosa tolérante aux solvants produit une lipase Ruchi et al.,
extracellulaire 2007
Geobacillus sp TW1 thermophile capable de produire une lipase
extracellulaire
Li et Zhang,
Levures Candida rugosa et Candida cylindracea sont productrice de la lipase 2005
extracellulaire.
Quelques espéces du genre Geotrichum sont des producteurs des lipases pour
la plupart extracellulaires. Vakhlu et
Trichosporon sp. Kour, 2006
Yarrowia lipolytica produit des lipases extracellulaires et liées aux cellules.
Candida parapsilosis CBS 604 synthétise des lipases liée aux cellules.
Cryptococcus sp. S-2 produit des lipases extracellulaires Kamini, 2000

Elles sont aussi bien produites par les bactéries Gram + telles que les genres Bacillus et

Staphylococcus que par des bactéries Gram — telles que Pseudomonas. Elles sont également tres

répandues chez les levures du genre Candida ou Geotrichum ainsi que chez les champignons

filamenteux comme Rhizopus ou Thermomyces (Fickers et al., 2008).

3. Substrat de lipase

3.1. Nature des substrats hydrolysés

Les lipases sont capables d’hydrolyser les triacylglycérols TAGS et les diacylglycérols

(DAGSs) mais géneralement pas les monoacylglycérols (MAGS).

Certaines lipases sont aussi capables d’hydrolyser des phospholipides, des galactolipides, des

esters de stérol ainsi que des esters synthétiques (solubles dans ’eau) a courte chaine (Zallot,

2011). Donc les lipases sont capables d’agir sur des centaines de substrats différents et ces

activités pourraient avoir une signification physiologique (Figurel0).
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Figure 10 : (a) Hydrolyse du triglycéride par lipase. Aprés hydrolyse le triglycéride se
transforme en glycérol et en acide gras. (b) Représentation d'une molécule de lipase avec
caractéristiques. Le substrat peut étre n'importe quel triglycéride. Les régions interactives du
substrat sont affichées (Gopinath et al., 2013).

3.2.Spécificité des lipases

Si les lipases ne paraissent pas toujours spécifiques d’un substrat, elles présentent par contre
des sélectivités genéralement bien définies quant aux acides gras et liaisons ester hydrolysés
(Tableau 16) (Zallot, 2011).

3.2.1. Typosélectivité
La typosélectivité ou spécificité par rapport a un type d’acide gras donné, les lipases peuvent étre
également spécifiques vis-a-vis de I’acide gras (Larbi, 2015).
En général, les lipases sont plus actives sur des triglycérides a chaines courte ou moyenne qu’a
chaine longue (Zallot, 2011).

3.2.2. Régiosélectivité
La régiosélectivité ou spécificité 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 (Larbi, 2015).

3.2.3. Enantioselectivité
C’est la capacité d’une lipase a discriminer entre deux énantiomeéres d’un mélange racémique
(1,2- contre 2,3-sn diacylglycerol) (Najjar, 2010).
La stéréosélectivité représente la capacité de discriminer un groupement stéréo hétérotopique

mais homomorphique par rapport a 1’autre (positions sn-1 contre sn-3) (Larbi, 2015).
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Tableau 16 : Quelque exemple de la spécificité de lipase.

Spécificité Exemples Références
Typosélectivité -La lipase de G. candidum est spécifique des acides cis-9 Najjar, 2010
insatures.
- La lipase de ricin qui est tres active sur la tri-ricinoléine. Zallot, 2011 ; Linetal.,
1986.
- L’enzyme de Penicillium requeforti est spécifique des Larbi, 2015 ; Najar, 2010 ;
acides gras a courte chaine Fickers et al., 2008.
Régiosélectivité - La lipase pancreatique humaine (HPL), la lipase Najjar, 2010

pancréatique porcine (PPL) et la lipase de Rhizopus
arrhizus (RAL) sont régioselectives vis-a-vis des esters
d’alcools primaires en position sn-1 et sn-3 des
triglycérides.
Najjar, 2010
- La lipase A de Candida antartica a montré une préférence
pour la position sn-2.

Enantiosélectivité | - La lipase gastrique est sn-3 stéréospécifique alors que la Najjar, 2010
lipase de Rhizomucor miehei est sn-1 stéréospécifique.

4. Structure et mécanisme de la lipase

Les lipases sont des enzymes trés variables par leurs origines et leurs spécificités de
substrats. Celles de faible poids moléculaires ont des tailles de 20-25 KDa tandis que celles de
grandes tailles ont des masses moléculaires de 60-65 KDa (Fickers et al., 2008).

La structure des lipases a été déterminée par la cristallogenese et diffraction des rayons x
(Najjar, 2010) selon leur structure tridimensionnelle ces enzymes appartiennent a la super-
famille structurale de o/B-hydrolases (Bataiche, 2014).

La structure tridimensionnelle des lipases ainsi que leur mécanisme reactionnel ont fait
depuis longtemps I’objet de différentes études. A titre d’exemple, la lipase B de Candida
antarctica, une protéine de 33 kDa, constituée de 317 acides aminés, se caractérise,

comme chez les estérases, par la présence d’une structure o/ (figure 11) (Rouillard, 2012).
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Feuillet 3

Hélice o

Le site actif de I’enzyme est constitué d’une
triade catalytique composée de :

* la serine 105, agissant comme nucléophile lors
de la formation du premier intermédiaire
tétraédrique.

* de ’histidine 224,

* I’acide aspartique 187 qui stabilise ce dernier.

Figure 11 : Structure tridimensionnelle de lipase B de Candida antarctica (Rouillard, 2012).

4.1.0/p hydrolases

Le repliement o/p est le motif de base de nombreuses hydrolases telles que les lipases et les
estérases mais également 1’acéthylcholine estérase, la carboxypeptidase, la dienelactone
hydrolase, 1’haloalkane déhalogénase. Ces enzymes ont tous en commun un domaine structural
central typique formé par 8 brins B connectés par 6 hélices o formant un repliement dit o/f
(Figurel2). Autour de ce domaine central, viennent se greffer diverses structures peptidiques
responsables des propriétés catalytiques de I’enzyme ainsi que de sa spécificité de substrat
(Fickers et al., 2008). La machinerie catalytique comprend une triade catalytique et un trou
oxyanion, situés dans le site actif recouvert éventuellement par un fragment amphiphile (ou le
chapeau).
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Figure 12 : Pli canonique des hydrolases a / B. Les brins sont indiqués par des fléches et les
hélices par des cylindres. Les positions de I'histidine (H) et les résidus d'aspartate (D), ainsi que le
GXSXG et le trou oxyanion sont représentés (Agbo et al., 2017).

> Latriade catalytique est composée de trois acides aminés géométriquement conserves :
= une sérine (S) polaire non chargée.
= une histidine (H) polaire chargée positivement.
= un acide glutamique ou aspartique (E/D) polaire chargé négativement.

Ces acides aminés jouant un role primordial dans la catalyse.

» Le chapeau se retrouve en général sous forme d’hélices sauf pour quelques lipases dont le
chapeau est sous forme de boucles. On trouve également des lipases ayant deux chapeaux. Ce
fragment amphiphile, plus ou moins mobile, est constitué par une ou plusieurs courtes hélices
a liées au corps de la lipase par des éléments de structure relativement flexibles.
L’accessibilité du substrat au site actif semble dépendre de ce chapeau dont la conformation
change en fonction de I’environnement qui I’entoure.

> Le trou oxyanion est constitué de deux résidus, qui stabilisent 1’¢tat de transition. Un residu
(X2) est localisé dans le coude nucléophile conservé, son amide se positionnant
identiqguement pour toutes les lipases. La configuration de ce trou oxyanion ou encore celle du
site actif pourrait changer selon la nature de chaque enzyme. Un autre résidu du trou
oxyanion, au contraire, ne se localise pas dans la région de séquence ou de structure
conservée, mais sur une autre boucle de la lipase. Lors de I’activation interfaciale, la
configuration de ce trou oxyanion ou encore celle du site actif pourrait changer selon la nature

de chaque enzyme (Neang, 2013).

4.2.Conformation et mécanisme d’action des lipases
Les lipases présentent deux conformations en fonction de I'environnement ils sont: une

conformation «fermée» et l'autre «ouverte». La structure 3D de certaines lipases contient une
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structure amphipathique. Le chapeau contient a la fois les faces hydrophiles et hydrophobes. La
face hydrophobe du chapeau s’orienterait vers le site actif par interaction hydrophobe avec ses
résidus et la face hydrophile vers I’extérieur.

En présence du solvant organique et/ou de substrat lipidique, le chapeau se déplacerait et sa
face interne, devenue accessible au solvant, créerait une surface hydrophobe qui interagirait avec
I’interface huile/eau. Le site actif deviendrait alors accessible au substrat (Figure 13) (Agbo et al.,

2017 et Neang, 2013).

Figure 13 : Modifications conformationnelles des lipases en présence et absence de substrat.

(a) L'enzyme présente une conformation en I'absence du substrat. (b) En présence du substrat, le
couvercle sera ouvert et I'enzyme prend alors une nouvelle conformation, ce qui en fait une
enzyme active (Agbo et al., 2017).

Le mécanisme de ce site catalytique est bien déterminé. Lors de la présentation du substrat
dans la poche catalytique (Figure 14). L’hydrolyse d’un ester carboxylique peut se dérouler en six
grandes étapes (El alaoui, 2015 et Fickers et al., 2008) :
> Le 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 a la formation d’une liaison hydrogéne. 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 ou Glu).

» La formation d’un premier intermédiaire tétraédrique, stabilisé par deux liaisons hydrogénes
avec des résidus du trou oxyanion (oxygeéne chargé négativement).

» Par la suite, il y a libération d’une molécule d’alcool, formation de I’acyl-enzyme.

» Une attaque nucléophile de I’acylenzyme par une molécule d’cau.
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» Cette seconde attaque nucléophile aboutit a la formation d’un second intermédiaire
tétraédrique, stabilise par le trou oxyanion.
» Finalement, il y a libération de 1’acide gras et retour de I’enzyme dans sa conformation

initiale (Figure 14) (El alaoui, 2015 et Fickers et al., 2008).

Asp 91
4 me{z A
) J) NH Val 145
SN |

H
sp 203 L H
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His 257 His 257 “acyl enzyme”

Figure 14 : Mécanisme catalytique d’hydrolyse d’un ester carboxylique par triade catalytique de
la lipase de Rhizopus oryzae.
A. Conformation initiale de la triade catalytique et approche du substrat.
B. Formation du premier intermédiaire tétraédrique et sa stabilisation par le trou

oxyanion.
C. Libération de 1’alcool et formation du complexe acyl-enzyme (El alaoui, 2015).

4.3. Différentes réactions catalysées par les lipases
Les lipases catalysent un grand nombre de réactions allant de I'nydrolyse a I'estérification et les

réactions d'alcoolyse et d'acidolyse (Figure 15).

0
I I
R-C-OR, + HO &—> R-C-OH + R:-OH
I I
R-C-OH + R-OH €—> RCOR, + HO
o) 0
Alcoolyse I Il
. R-C-OR, + R-OH €«—> R-C-OR, + R:-OH
o) 0
- [ I I I
R-C-OR, + R-C-OH €&—> R-C-OR, + R-C-OH
3 I I
(I? (I? I I
REOR, + RAEOR €—> RLOR + R-A-OR

Figure 15 : Réactions catalysées par lipases (Borrelli and Trono, 2015).
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Cette particularité catalytique des lipases de diverses réactions est en fonction du
microenvironnement, leurs spécificités et leurs conditions de réactions, rend cette classe
d’enzyme intéressante de point de vue industriel.

v" 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.

v" Réaction de synthese

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.

v Transestérification
La transestérification comprend trois réactions, 1’interestérification, I’alcoolyse et 1’acidolyse.
Elle implique la réaction d'un groupe acyle avec un alcool (alcoolyse) ou avec le glycérol
(glycérolyse).
= Interestérification : Lors de la réaction d’interestérification, un groupe acyle est transféré
a un acide gras (acidolyse) ou a un ester d'acide gras.
= Alcoolyse : L’alcoolyse est une réaction d'un ester avec un alcool monovalent tel que
I'éthanol et butanol ou un alcool polyvalent tel que la glycérine pour produire un ester
avec des différents groupes d’alkyl.
= Acidolyse : L’acidolyse est une réaction d'un ester avec un acide qui méene a un
changement de groupe acyle (un groupe acyle est transféré a un acide gras) (Larbi, 2015).
5. Production des lipases
De nombreux micro-organismes sont connus comme des producteurs potentiels de lipases
extracellulaires, y compris les bactéries, les levures et les champignons. Les espéces fongiques
sont de préférence cultivées en la fermentation solide (SSF), tandis que les bactéries et les levures

sont cultivées en fermentation submergée (Treichel et al., 2010).

5.1. Production des lipases chez les levures
Les levures ont été largement utilisées pour la production de la lipase, avec un accent

particulier sur le genre Candida sp. Dans ce cas, il est nécessaire de fournir au microorganisme
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des conditions appropriées qui permettent leur croissance et induisent la production du métabolite
d'intérét (Defranceschi et al., 2014).

Différentes especes des levures : Trichosporon asahii, Candida cylindracea ; Aureobasidium
pullulans, Saccharomyces cerevisiae ; Yarrowia lipolytica (Salihua, 2012), Meyerozyma
guilliermondii (Gana et al.,, 2014), Pseudozyma pruni, P. prolifica, P. hubeiensis,
Brandoniozyma sp, Pichia anomala, P. Prolifica (Salgado et al., 2019), Magnusiomyces

capitatus. (Knob et al., 2020) ont été particuliérement isolées pour la production de la lipase.

5.2. Milieux de culture

La production de lipases dépend principalement de I'inducteur et différents milieux ont des
effets de stimulation différents sur la production de lipase en fonction des voies physiologiques et
biochimiques de souche microbienne afin de sélectionner le meilleur milieu de production de la

lipase (Ebrahimpour et al., 2008).

Il existe différents milieux de culture synthétiques pour la production de cette enzyme a
savoir : Extrait de levure- Peptone - Dextrose (YPD), Extrait de levure- Peptone - huile d’Olive
(YPO), et Extrait de levure — Peptone — Dextrose — huile d’Olive (YPDO) (Najjar, 2010). Ces
milieux de culture sont généralement colteux, ce qui entraine un codt élevé de la production
d'enzymes. Néanmoins, I'utilisation de résidus agro-industriels comme substrat pour les procédés
de fermentation, permet une réduction du codt de production de ces biocatalyseurs et peut ainsi
les rendre économiquement compétitifs face aux catalyseurs chimiques (Defranceschi et al.,
2014).

5.3. Inoculum

Un taux d'inoculum approprié, les niveaux de nutriments et d'oxygene sont suffisants pour
une croissance adéquate de la souche microbienne et par conséquent, améliorent la production de
lipase. Si le taux de I'inoculum est trop faible, un nombre insuffisant des souches microbiennes
entrainera une réduction de la quantité de lipase sécrétée. Un taux d'inoculum éleveé peut entrainer
un manque d'oxygene et une diminution des nutriments dans les milieux de culture
(Ebrahimpour et al., 2008).
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5.4.Processus de production des lipases

Les principaux processus de production de lipase sont la fermentation submergee (SMF) et la
fermentation a I'état solide (SSF). Ces deux types sont largement utilisés sur lesquelles des
développements continus ont été realisés qui ont enregistré un grand succes dans la production
enzymatiques (Tableau 17) (Geoffry and Achur, 2018).

5.4.1. Fermentations a I'état solide (SSF)

La SSF est définie comme tout processus de fermentation effectué sur un matériau non
soluble qui agit a la fois comme support physique et comme source de nutriments en I'absence de
liquide a écoulement libre (Kumar and Kanware, 2012).

Il fait que le milieu de culture représente généralement 35 a 50% de la production totale,
I’utilisation des résidus agro-industriels en tant que substrats alternatifs se sont avérés adaptatifs a
la SSF ce permet aussi une réduction considérablement du codt de la production de lipase ainsi

que la résolution du probléme de pollution environnementale (Geoffry and Achur, 2018).

5.4.2. Fermentation a I’état liquide (SMF)

Le processus de fermentation submergée est un processus de culture dont le milieu est sous
forme liquide. L’huile en tant que source de carbone est un facteur d'influence majeur dans la
fermentation submergée et I'huile d'olive est un composant colteux dans n'importe quel milieu de
production de lipase (Geoffry and Achur, 2018). La comparaison des deux types de
fermentation est récapitulée dans le tableau 17.

Tableau 17 : Comparaison des deux types de fermentations liquide et solide (Lagrari, 2019).

Fermentation en milieu solide Fermentation en milieu liquide
Besoin d’équipement a 1’échelle industrielle Equipements industriels disponibles
Milieu de culture hétérogene Milieu de culture homogene
Quantité d’eau limitant Quantité d’eau non limitant
Quantité d’air non limitant Quantité d’air limitant
Volume faible d’eaux résiduaires a traiter | Volume important d’eaux résiduaires a traiter
Risque de contamination limité Risque de contamination élevé
Favorable aux organismes pluricellulaires Favorable aux organismes unicellulaires
(champignon filamenteux et champignon (bactéries, levures)
supérieur)
Produit fermenté Produit trés dilué
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5.4.3. Culture en fioles d’Erlenmeyer

Les flacons Erlenmeyer sous agitation sont généralement utilisé pour la réalisation des
cultures et précultures (une ou plusieurs successives). On peut suivre dans le milieu fermenté la
croissance cellulaire et la dégradation du substrat (composés lipidiques) ainsi que la sécrétion

d’enzyme (dosage d’activité lipase dans le surnagent) (Neang, 2013).

5.4.4. Culture en fermenteurs

Apres avoir vérifié que la levure est capable de sécréter suffisamment de lipases dans les
erlenmeyers, une production dans le fermenteur est généralement réalisée afin d'évaluer la
capacité de production de biocatalyseur a grande échelle.
Le pH et la teneur en oxygéne du milieu sont contr6lés par un régulateur. La régulation du pH est
faite par ajout d’ammoniaque qui permet également d’apporter 1’azote dans le milieu. La teneur
en oxygene est exprimée en pourcentage. Le débit d’aération est régulé par un débitmetre
massique. Le transfert d’oxygéne de la phase gazeuse a la phase liquide est assuré par
I’intermédiaire de pales de contre-pales fixes pour limiter I’effet vortex. Les pales sont mises en
mouvement par un moteur a vitesse variable et contrélée.
Les fermentations réalisées avec un taux d’oxygénation précis et maintenu en ajustant a la fois le
débit d’aération et la vitesse de rotation des pales (Figure 16) (Defranceschi et al., 2014 ; Neang,
2013).

Cloche de dégagement
contenant de I'eau

Sonde thermique

Fermenteur 1,3 /
remplia 1/
Doigt de gant
contenant cau +huile
Septum de
prélévement

Ampoule &
incandescence

Barreau
* E magnétique
Agitateur
magnétique
Balance de
précision

Figure 16 : Fermenteur (Delobel, 2012)
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5.5.Facteurs influencant la production de lipase

Les lipases microbiennes sont principalement extracellulaires et sont donc sécrétées dans les
milieux de production. Leur production est grandement influencée par la composition du milieu
en associer par les facteurs physico-chimiques tels que la température, le pH et 1’oxygene
dissous. (Treichel et al., 2010).

5.5.1. Source de carbone

La source de carbone est le facteur ayant probablement le plus d'influence sur la production
de lipase. Comme les lipases sont principalement des enzymes inductibles, elles sont
généralement produites en présence d'une source de lipides comme de I'huile telle que 1’huile
d'olive, de canola, de palme ou d'autres inducteurs comme des triacylglycérols, des acides gras,
des Tweens ou du glycérol. De plus, la production de lipase peut étre grandement influencée par
la présence des sucres (Jean, 2008). Certains molécules de sucres étant utilisée comme source de
carbone supplémentaire pour les lipases microbienne (maltose, 1’amidon, lactose, mannose,
galactose) (Agbo et al., 2017).

La Production de lipase chez la levure C. rugosa pourrait étre induite en ajoutant de I'acide

oléique et le glucose comme source de carbone. (Sharma et al., 2001).

5.5.2. Source d'azote

De nombreuses études ont montré l'importance des sources d'azote inorganiques et
organiques dans la production de lipases y compris la peptone, le nitrate de sodium le sulfate
dammonium et le chlorure d'ammonium (Geoffry and Achur, 2018 et Agbo et al.,
2017). Certaine molécule de vitamines, acide aming, étant également utilisée comme source de
d’azote supplémentaire (Agbo et al., 2017). La peptone s'est avérée étre la meilleure parmi toutes
les sources d'azote testées, a cause de la libération d'ions NH4 + qui stimule la croissance du
microorganisme et augmente en méme temps le rendement enzymatique en raison de sa nature

inhibitrice de protease a faible concentration. (Bora and Bora, 2012).

Le type de source d'azote ajouté au milieu détermine le niveau de la production de la lipase.
Il différe considérablement d'une souche a 1’autre, cependant I'utilisation de déchets agricoles et

industriels bon marché comme sources d'azote pour la production de lipases fongiques est moins
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acceptée que celles qui sont utilisé comme source de carbone. Il est donc nécessaire d'utiliser ces
sources d'azote afin de réduire le colt de production et également d'augmenter l'activité
lipolytique (Geoffry and Achur, 2018 et Salihu et al., 2012).

5.5.3. Valorisation des déchets

Toutes les actions de la valorisation des déchets comme le réemploi, le recyclage visent a
obtenir des matériaux réutilisables. Avant de valoriser un déchet, il est nécessaire de connaitre
son origine, de I’analyser, de caractériser son état actuel et son comportement dans le temps et

d’évaluer sa tracabilité (Ould hamouda and Habachou, 2015).

L’utilisation des déchets en biotechnologie apporte un avantage supplémentaire car le

traitement des déchets permet de réduire le colt des méthodes de culture des microorganismes
pour produire des enzymes (Kot et al., 2020).
Le choix d’un milieu approprié est essentiel pour la souche de levure choisis, aussi bien pour la
croissance que pour la production de la lipase pour cela on choisit un milieu de production a base
de déchet. Plusieurs sous-produits ont été étudiés comme substrats pour la production de lipases
microbiennes, comme le babassu tourteaux, tourteaux d'arachide, son de blé, déchets de raffinage
d'huile végetale, Le lactosérum et d’autres (Knob et al., 2020).

En Algérie, les pertes annuelles du secteur oléicole et laitier comme les sous-produits laitiers
et le grignon d’olive sont importantes. Elles s’estiment pour les déchets liquides a : 650 tonnes de
matiére organique, 300 tonnes d’azote et prés de 600 tonnes d’éléments minéraux (Potassium,
Phosphore, Calcium, Magnésium, etc.) ; sans oublier la perte considérable d’eau (en moyenne
15.000 litres par jour au niveau de chaque huilerie). En outre, ces pertes dans les déchets solides
atteignent environ 16.000 tonnes de matiéres organiques et 21.000 tonnes de matieres
énergétiques (Moussouni, 2013).

Les microorganismes cultivés soit en milieu solide (SSF) grignon brut ; broyé. Soit en milieu
liquide (SMF) lactoserum et I’hydrolysat du grignon d’olives (Bataiche, 2014).
A. Lactosérum

Le lactosérum est un sous-produit de la fromagerie. Pendant de trés nombreuses années, était

considéré comme un déchet organique de I’industrie agroalimentaire. Il pourrait étre un substrat

de fermentation pour de nombreuses especes microbiennes.
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Le lactosérum composé de matiéres grasses, de lactose, d’azote, des protéines et des
minéraux ; phosphore, calcium, potassium, sodium, chlorures (Bataiche, 2014).

B. Grignon d’olives

Les grignons d'olives sont des résidus végétaux issus apres extraction de I'huile d'olive
(Figurel7). 1l renferme une grande partie de la matiére séche d’olive. Les tissus contenus dans les
grignons d'olive sont résistants a la dégradation microbienne.

Les traitements biologiques (par culture de microorganisme) permettraient non seulement
une amélioration de la dégradation des constituants pariétaux du grignon d’olive, mais,
également, son enrichissement en protéines.

Les grignons bruts sont riches en cellulose brute. Ils restent relativement riches en matiéres
grasses. L'épuisement par les solvants diminue la teneur en matieres grasses et augmente
relativement les autres teneurs. Le dénoyautage partiel par tamisage ou ventilation réduit les

teneurs en cellulose brute (Bataiche, 2014).

Figurel? : Grignon d’olive brut (Bataiche, 2014).

5.5.4. Effet de la température et du pH sur la production des lipases

La température et le pH optimaux pour la production de lipases sont extrémement variables
étant liées au genre, a l'espece et méme a la souche étudiée. Selon nombreuses études la gamme
de température est de 28 °C a 32 °C s'est révélée idéal pour la production de lipases.

Les lipases de S. cerevisiae présente une température et un pH optimaux de 30 ° C et 7,5
respectivement. Tandis que la température d'incubation optimale des lipases de Candida,
Yarrowia lipolytica et Pichia Hansenula est d'environ 30 °C. Le pH optimal pour la production
de ces enzymes se situe entre 5 et 7, 5 (Lux Lock, 2007 et Geoffry and Achur, 2018).
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5.5.5. Effet de la vitesse d'agitation

L'agitation est une variable significative pour la fermentation. Elle augmente la croissance et
la production de la lipase en améliorant éventuellement le taux de transfert d'oxygene et en
augmentant ainsi la dispersion des micelles d'huile pour une plus grande surface de contact avec
les cellules, ce qui améliore considérablement I'absorption d'huile qui induit par conséquent la
sécretion de la lipase (Geoffry and Achur, 2018). La vitesse d'agitation comprise entre 110 et

160 tr / min a amélioré la production de la lipase (Agbo et al., 2017).

5.5.6. Effet de la période d'incubation

Dans la production de la lipase, le temps d'incubation joue un rdle important. Une période
d’incubation de 2 ou 3 ou 4 jours sous fermentation immergée a été trouvée étre optimal pour la
production de la lipase selon 1’espéce productrice. Par exemple temps d'incubation de 4 jours étre
optimal pour la production de lipase par Rhizopus sp isolé du sol contaminé d'un hangar de
production d'huile de palme et de 3 jours ont été rapportés pour la production maximale de
lipases chez Rhizopus chinensis et Aspergillus niger. Maximum de production de lipase a été
obtenue a 48 heures par Pseudomonas gessardii un résultat similaire a été obtenu
par Staphylococcus et Trichoderma viride (Agbo et al., 2017).

5.5.7. Teneur en humidite

Une teneur en humidité optimale est tres importante pour une production accrue de lipases.il
€té noté qu’une activité hydrolytique et une diminution de l'activité lipasique ont été observées en
raison de l'augmentation de la teneur en humidité. Ce phénomeéne a été attribué a I'impact de

I'numidité sur les propriétés physiques du substrat solide (Geoffry and Achur, 2018).

6. Amélioration de la production de la lipase

En industrie, il serait intéressant d’améliorer le rendement de la production de la lipase. Ceci
peut étre réalisée soit par différents approches statistiques, soit par la manipulation de la souche
par le génie génétique (la mutagénese, I’ADN recombinant).

Plusieurs facteurs important ont été testés pour améliorer le rendement de la production de
lipase. Il est bien connu qu'une productivité enzymatique élevée a été obtenue par optimisation

des milieux de culture pour augmenter la production de lipase, differents plans statistiques sont
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appliqué pour étudiée et amélioré 1’effet de différentes variables importantes notamment les
substrats, les inducteurs, les sources d'azote et de carbone. A I'échelle industrielle, la production
de la lipase realisée a faible cout en utilisant des sources de carbone et d’azote. Ce qui permet la
réduction des codts (Soleyman et al., 2017).

6.1 Optimisation de la production enzymatique

L'optimisation de la concentration de chaque compose du milieu de culture est généralement
une procédure longue. La méthode classique consiste a changer une variable a la fois, tout en
gardant les autres constantes .Cette derniére est inefficace, car elle n'explique pas les effets
d'interaction entre les variables et leurs effets sur le processus de fermentation et en plus elle est
trop lente.

Des approches efficaces sont largement utilisées a savoir I’application des plans de Plackett —
Burman, de Box - Behnken combinées a la méthode des surfaces de réponses a effet significatif
sur la production enzymatique.

Le plan Plackett-Burman est un plan de criblage utilisé pour la sélection des facteurs (variables)
ayant un effet significatif sur la production enzymatique.

De plus, la conception de Box — Behnken permet I’étude des interactions entre les variables
indépendantes et prédit la réponse enzymatique.

Par conséquent, ces méthodes sont efficaces pour améliorer le milieu de la production afin
d’atteindre un rendement plus élevé d'une maniére économique (Ebrahimipour et al., 2017 ;
Thakur, 2012).

7. Meéthode de dosage de la lipase

Les méthodes de dosages d’activités lipolytiques sont variées. Chacune de ces techniques
peut étre appliquée a des besoins précis. Il faut prendre en compte la sensibilité du test, la
disponibilité du substrat, son co(t et la facilité de la mise en ccuvre du dosage. De nombreux Kits
commerciaux existent, basés sur diverses technologies, et permettent des gains de temps
importants. Des progrés considérables ont été effectués ces dernieres années pour le

développement de tests enzymatiques a haut debit (El alaoui, 2015).
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7.1. Méthodes qualitatives

7.1.1. Meéthodes de criblage en milieu solide

La visualisation de l'activité lipolytique sur des milieux solides peut étre déterminée en
utilisant des colorants tels que le bleu Victoria B et le sulfate de bleu de Nil. La chute du pH du
milieu due a la libération des acides gras peut étre suivie grace a la présence de ces indicateurs
colorés. 1l y a une relation proportionnelle entre le diametre des halos crées par la diffusion des
acides gras et le logarithme de la concentration de I’enzyme. Cette technique permet de cribler
rapidement 1’activité lipolytique des microorganismes producteurs de lipases sur I’agar, mais
cette méthode est limitée car 1’acidification du milieu peut étre due a d’autres mécanismes
métaboliques (El alaoui, 2015 et Hasan et al., 2009 ).

Gopinath et al ont réalisé un criblage qualitatif en utilisant la méthode de dosage sur plaque
d'agar avec divers substrats :(a) Tween-20, (b) tributyrine et(c) huile végétale en présence de
Rhodamine B (Figurel8).

i ——

C. dadosporioides

Figure 18 : Criblage sur plaque d'agar pour lipases. Utilisation des substrats (a) Tween 20, (b)
tributyrine et (c) huile végétale (Gopinath et al., 2013).
7.2.Méthodes quantitatives
7.2.1. Méthodes titrimétriques
Ces techniques pratiques sont utilisées pour caractériser I'activité lipasique et la spécificité,
ainsi que le phénomene d'activation interfaciale. Elles sont effectuées par la titration des acides
gras libérés lors de la réaction de lipolyse basée sur le pH-stats. Cette méthode quantitative

détecte une activité de 1’ordre de 1 pmol par minute.
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Les substrats utilisés peuvent étre des lipides naturels ou synthétiques, pour lesquels la
libération d’acides gras est neutralisée par 1’addition simultanée de soude pour maintenir le pH a
une valeur constante, le substrat usuel est la tributyrine, qui est émulsifiée dans le réacteur par
agitation. En plus de I’huile d’olive, qui est un substrat peu onéreux contenant des triglycérides a
chaine longue. Le mélange peut étre soumis aux ultrasons afin d’émulsifier ce substrat de facon
homogeéne et augmenter la sensibilité et la reproductibilité du test. Néanmoins, les procédures aux
ultrasons peuvent étre difficiles a reproduire et peuvent induire une dégradation du substrat. De
plus, dans ces conditions, il peut étre nécessaire d’ajouter des détergents pour favoriser
I’émulsion tell que des sels biliaires de type déoxycholate ou de la gomme arabique (Contenant
divers contaminants). Cette technique peut étre couplée a des méthodes d’analyse comme
spectrométrie de masse ou chromatographie en phase gazeuse (El alaoui, 2015 et Hasan et al.,
2009).

7.2.2. Méthodes colorimétriques par spectrométrie

La vitesse et la sensibilité des dosages pour les acides gras libre peuvent étre augmentées par
I'utilisation de méthodes colorimétriques. Les méthodes impliquent la complexation des acide
gras(AG) libre dans un solvant organique avec un métal divalent (généralement du cuivre) suivi
de I’analyse spectrophotométrie en mesurant I’absorbance a 440 nm du métal en phase organique.

Plusieurs méthodes utilisent un substrat spécifique congu pour donner un produit final coloré
apres hydrolyse, ou facilement convertible a un produit coloré. Par exemple, ’hydrolyse des
esters de para-nitrophénol libére le paranitrophénol qui peut étre mesuré et quantifié de maniére
spectrophotométrique avec une coloration jaune dont 1’absorbance maximale est située a 410 nm

(Figure 19) (El alaoui, 2015 ; Hasan et al., 2009 ).
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Figure 19 : Représentation schématique du principe de p-
Dosage des esters nitrophényliques pour lipase (Agbo et al., 2017).

@



Chapitre 2 : la lipase

L’hydrolyse de la tributyrine, dans une émulsion, provoque une clarification du milieu qui
est lu a 450 nm, et I'hydrolyse de la tributyrine entraine un changement de couleur du rouge de
phénol utilisé comme un indicateur de pH, les données quantitatives sont obtenues avec la mesure

de la diminution de I’absorbance a 557 nm (Lagrari, 2019).

7.2.3. Dosages enzymatiques par fluorimétrie

Le test de la fluorescence quantitative de lipase basé sur l'interaction de la rhodamine B avec
des acides gras libéré lors de I'hydrolyse enzymatique des triglycérides, Le dosage Rhodamine —
Triglycéride — Agarose, permet une flexibilité dans le choix du substrat et un grand nombre
d'échantillons peuvent étre dosés simultanément, ce qui le rend pratique pour le dosage de
l'activité lipase que dans les fractions de la chromatographie sur colonne au cour de la

purification.

Les principaux avantages des dosages fluorimétriques sont leur sensibilité et le fait qu'ils
permettent de suivre en continu la réaction cinétique et dépendent de la sensibilité de la détection

les AG libre, et I'activité spécifique de la lipase (Hasan et al., 2009).

7.2.4. Dosages enzymatiques par radiométrie

La technique de dosage utilisant des substrats radio-marqués est la méthode présentant la
meilleure sensibilité. Elle est indispensable pour la mesure d’activités enzymatiques trés faibles.
Ces enzymes ayant une faible activité sont souvent impliquées pour la régulation fine de
métabolites. En revanche les conditions de travail et de sécurité pour la manipulation de tels
composeés rendent son utilisation trés difficile. Cette méthode de dosage est réalisée en point final
et nécessite des étapes de séparation par chromatographie sur couche mince, qui induisent des
temps d’expérience longs et incompatibles avec les méthodes de criblages a haut débit (El alaoui,
2015).

7.3. Autres méthodes
Il existes autres méthodes de dosage :Résonnance magnétique nucléaire (RMN),
spectrométrie de masse , méthodes chromatographiques , méthodes couplées , films

monomoléculaires , spectroscopie infrarouge , microscopie a force atomique , méthode de
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diffusion Raman a résonance améliorée de surface (SERRS : Surface Enhanced Resonance
Raman Scattering) (EIl alaoui, 2015).

8. Purification de lipases

L'objectif de la progression de la purification est d’atteindre un rendement maximal, une
activité maximale et une pureté maximale de I'enzyme. Il est trés important d'éliminer les
molécules contaminées a partir du mélange complexe pour exclure I'enzyme pure en utilisant une

méthode appropriée (Robina, 2020).

Les méthodes de purification utilisées sont généralement des techniques impliquent
différentes étapes en fonction de l'intracellulaire ou la nature extracellulaire de I'enzyme, telles
que la précipitation par le sulfate d’ammonium (70% de (NH4), 2S04 ont été utilisés pour la
lipase fongique) (Bharathi et Rajalakshmi, 2019 et Sharma et al., 2001), plus loin la protéine
précipitée est soumise a des techniques de dialyse et de chromatographie. Le choix des
techniques de chromatographie différent en fonction de la source des microorganismes et de la
taille des protéines. Enfin les fractions brutes ainsi obtenus sont analysées pour la présence
d'enzyme par plusieurs protocoles d'essai, et appliqués d'autres techniques de séparation telles
que I'échange d'ions, le DEAE-sépharose et la filtration sur gel chromatographie (Bharathi and
Rajalakshmi, 2019). La chromatographie d'affinité a été aussi utilisée dans certains cas pour
réduire le nombre des étapes de purification individuelles nécessaires (Figure20) (Robina,
2020 et Sharma et al., 2001).
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Figure 20 : Purification de lipase a l'aide d'un systéeme d'affinité. Séparation de lipase a partir de
composés mixtes est indiquée. La lipase liée peut étre éluée en créant des conditions strictes
(Gopinath et al., 2013).

Des techniques de séparation récente utilisée pour purifier la lipase microbienne a été
montrée dans le tableau 18 (Bharathi and Rajalakshmi, 2019).

Les lipases produites par C. rugosa ont été séparées par la chromatographie échangeuse colo
d'anions, apres l’extraction & I'éthanol de I’extrait brute de I’enzyme. L’élution a montré
I’existence de deux lipases : lipase | et lipase Il avec un rendement de 18% et 25%
respectivement. Les deux protéines avaient un poids moléculaire de 58 kDa sur SDS-PAGE
(Saxena et al., 2003).

La taille des lipases microbiennes varie selon les micro-organismes. Le poids moléculaire de
la lipase bactérienne de Pseudomonas aeruginosa est de 29 kDa, alors que celui de la lipase
fongique est de 27 kDa. Bharathi et Rajalakshmi (2019) ont révélé que la lipase de la levure

Saccharomyces cerevisiae est un monomere avec un poids moyen de 46 kDa dans la levure.
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Tableau 18 : Stratégies de purification recemment utilisées pour diverses etudes sur les lipases

microbiennes (Bharathi and Rajalakshmi, 2019).

Microorganismes Technique de purification Poids
moléculaire
(kDa)
Burkholderia ubonensis Précipitation par le sulfate d'ammonium, échange d'anions et 33
sephadex 75 chromatographies de filtration sur gel.
Pseudomonas Précipitation au sulfate d'ammonium et filtration sur gel Sephadex 29
aeruginosa G-100.
Idiomarina sp. Précipitation au sulfate d'ammonium, DEAE-sépharose et séphacryl 67
S-200.
Bacillus sp. Précipitation au sulfate d'ammonium et chromatographie par 24
échange d'ions.
Chromohalobacter sp. Précipitation au sulfate d'ammonium, séphacryl S-100. 44
Penicillium sp. Dialyse, colonne octyl sepharose FF. 65.5
Aspergillus oryzae Précipitation au sulfate d'ammonium, filtration sur gel DEAE- 27

sépharose et sephadex G100.

9. Caractéristiques de lipases

9.1. Effet de la température

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 effet, Humicola lanuginosa produit une lipase dont 1’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 d’Aspergillus niger qui a une

température optimale de 25°C ainsi que celle de Pseudomonas fluorescens qui possede encore

30% de son activité maximale a 1°C (Sharma et al., 2001).
9.2.Thermostabilité

Les microorganismes thermophiles sont pour la plupart des organismes unicellulaires se

développant a haute température (45-122°c) et sont une source importante d'enzymes
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thermostables. Les microorganismes dits proprement thermophiles se développent optimal entre
50 et 80 °C alors que les microorganismes hyperthermophiles ont des températures optimales de
croissance superieures & 80°C (Charbonneau, 2014). On peut supposer que les thermophiles
modérés, étroitement liées phylogénétiqguement aux organismes mesophiles, peuvent s’adapter
dans des environnements chauds (Dakhmouche, 2016).

La plupart des lipases isolées et étudiées sont de nature mésophile qui ne peuvent pas
hydrolyser un substrat qui existe sous forme solide & température ambiante. Pour résoudre ce
probléme, la recherche d’enzyme thermostable est en cours car les lipases issus de
microorganisme thermophiles présentent une thermostabilité plus élevée, une activité plus élevée
a des températures élevées et présentent souvent une plus grande résistance a la dénaturation
chimique. Cela en fait des outils idéaux dans les processus industriels et chimiques ou des
températures de réactions relativement élevées et des solvants organiques sont utilisés (Bora and
Bora, 2012).

9.3. Effet du pH

Le pH optimum de Dactivité lipasique est généralement autour de 7. Le pH agit non
seulement sur I’activité enzymatique mais aussi sur les propriétés de 1’interface dans un systéme
multiphasique, ainsi que sur la solubilité des réactifs dans le milieu. Par ailleurs, I’hydrolyse
catalysée par une lipase peut étre affectée par la présence de différents cations (Ca®" AI*" Fe**

Zn2*, K" et activée en présence de sels biliaires (Gargouri et al., 2008).

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, comme la lipase de Yarrowia

lipolytica qui présente un pH optimum de 6,0 (Veeraragavan et al., 1990).

9.4. Effet de la source de carbone

La source de carbone est le facteur majeur requis pour I'expression de I'activité lipasique.
L'activité lipolytique sur un milieu salin supplémenté avec de I'huile d'olive comme meilleure
source de carbone (Geoffry and Achur, 2018).
Najjar, (2010) a testé la culture de Yarrowia lipolytica qui permit de déterminer les conditions

optimales pour les mesures de I’activité lipolytique de la lipase
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¢ Quand I’huile d’olive est utilisée comme seule source de carbone, I’activité lipolytique
augmente drastiquement en début de culture et atteint un optimum, 1’activité lipolytique
diminue ensuite rapidement et n’est plus détectable.

e Quand le glucose est utilis¢é comme seule source de carbone, ’activité lipolytique
demeure & un niveau trés bas.

e Quand la levure est cultivée dans un milieu, en présence d’huile d’olive et de glucose,
I’activité lipolytique est faible pendant le début de la culture, puis elle augmente pour
atteindre le maximum.

Les apports des carbones simulent le dynamique moléculaire et structurel de la lipase et les

mouvements (translations, rotations, vibrations) (Najjar, 2010).
9.5. Effet de la source azotée

La source d'azote est essentielle pour I'amélioration de l'activité lipasique. De plus, les
organismes fongiques expriment une activité lipase variée en présence de divers types de sources
d'azote et pour une plus grande amélioration de I'activité lipase, étant donné la nature de la source
d'azote ainsi que la concentration sont d'une importance primordiale (Geoffry and Achur,
2018).

9.6. Inhibiteurs et activateurs de la lipase

Plusieurs composés ont été testés afin de verifier leur effet stimulateur ou inhibiteur de
I’activité enzymatique. Ces composés sont soit des dérivés de ressources naturelles (plantes /
animaux / microbes), soit synthétisés artificiellement (Cote, 2010 et Jawed, 2018).

Cependant, les inhibiteurs peuvent étre divisés en deux groupes :

» Inhibiteurs non-spécifiques (réversibles) : Sont des composés qui n'agissent pas
directement sur le site actif des lipases, leur effet consiste a la modification de la
conformation ou les propriétés a l'interface de I'enzyme. Les sels biliaires et les surfactants
sont de bons exemples (Gupta et al., 2004).

» Inhibiteurs spécifiques (réversible ou irréversible) : Agissent directement sur le site actif

de I'enzyme, il s'agit souvent d'analogues de substrats (Gupta et al., 2004).

Permis les composés activateurs et inhibiteurs on cite : les cations, les DTT et le PMSF, les

solvants organiques, les détergents (Coté, 2010) :
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= DTT : lls réduisent les ponts disulfures (S-S) ces derniers jouent un role structurel,
permettant I’enzyme de stabiliser sa conformation tridimensionnel et une certain rigidité a
cette conformation donc la réduction de (S-S) modifier la structure d’enzyme.
= PMSF : Formulation d’une liaison covalente avec la sérine du site catalytique inhibant
toute activité¢ d’hydrolyse.
= Cations : Certains nombre de lipase possédent de site de liaison des ions Ca** ou Zn**
Ces sites permettent la stabilisation de la triade catalytique et de 1’activité enzymatique
(Coté, 2010). L'effet stimulateur des ions Ca®* pourrait s'expliquer par leur capacité de
titrage des acides gras libérés par la lipolyse, ce qui préviendrait I'effet inhibiteur des
acides gras libres sur l'activité des lipases. Il pourrait aussi y avoir un lien au niveau
structural (Jean, 2008).
= Solvants organiques : Les lipases microbiennes sont reconnues pour leur grande stabilité
en présence de solvants organique. Ces derniers améliorent la stabilisation de la matiere
grasse a hydrolyser. Ils peuvent influencer la liaison de substrat au sein du site actif en
favorisant la conformation active de 1’enzyme. Cependant, il existe quelques exceptions
ou les solvants organiques stimulent ou inhibent l'activité enzymatique (Gupta et al.,
2004).
= Détergents : Les détergents possedent une partie hydrophile et une partie hydrophobe
avec des propriétés semblables aux TG. Ces caractéristiques sont idéales afin d’étudier
I’activation interraciale des lipases. L’interaction entre les molécules de détergents et les
lipases est complexe car I’effet activateur ou inhibiteur dépend des propriétés de
détergent, du substrat, de la structure d’enzyme et de la présence d’un volet hydrophobe
permettant une activation interfaciale (Cote, 2010).
10. Application de la lipase dans I’industrie
Les lipases sont un groupe important d'enzymes a valeur industrielle en raison de leur nature
polyvalente. On peut les utiliser en tant qu’hydrolase ou comme catalyseur et synthése organique.
Leurs domaines d’applications sont donc trés vastes et variés. Parmi lesquelles nous citons

quelque industries (Fickers et al., 2008 et Gupta et al., 2015) :
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- Industrie alimentaire : La lipase a été utilisé dans les produits laitiers pour le développement
de la saveur dans la transformation d'autres aliments tels que les produits carnés, aliments cuits au
four, transformation du beurre de cacao et autres (Guerrand, 2017).

- Industrie des détergents : Les lipases constituent d’un groupe d'enzymes détergentes trés
importantes pour contribuer a I'élimination des taches et des traces d'huile et de graisse. Les
lipases sont utilisées a la fois dans la lessive et la vaisselle, dans les formulations de déetergents
commerciaux ou elles ont été optimisées pour fonctionner a différents pH et a différentes
températures. Lipex® et Lipolase® de Novozymes sont deux exemples de lipases vendues a
I’industrie des détergents (Guerrand, 2017).

- Industrie des cosmétiques et de la parfumerie : les lipases permettent de produire des mono-
et diacylglycérols qui sont employés en tant que surfactants et composes aromatiques (arémes)
(Ximena Zottig, 2016).

- Industrie de pate a papier et du papier: La présence de composants hydrophobes
(principalement des triglycérides et des cires) dans le bois est préjudiciable de nombreux
procédés de production de papier et de pate a papier, et les lipases peuvent étre utilisées pour
éliminer ces triglycérides indésirables (Guerrand, 2017).

- Industrie de biodiesel : A partir de diverses matiéres premieres telles que I'huile de palme ou
les graisses animales, des lipases thermostables ont été développées pour optimiser I'application
d'enzymes dans la production de biodiesel (Guerrand, 2017).

- Industrie pharmaceutique : Ces enzymes sont largement utilisées pour la synthése des
médicaments par exemple les anti-inflammatoires non stéroidiens, certains antibiotiques

vitamines (Lagrari, 2019).

10.1. Application industriel des lipases
Les levures constituent une source trés importante de lipases compte tenu de leur attributs
uniques en plus de leur facilité de culture qui rendent leurs lipases recherchés par de nombreux
industries telles que I’industrie pharmaceutique, chimique, biodiesel etc. (Tableau 19) (Sarmah
etal., 2017).
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Tableau 19 : Application des lipases levuriennes (Sarmah et al., 2017).

Type de
réaction

Source de levure

Applications industrielles

Substrat

Hydrolyse

Candida rugosa

Thermomyces lanuginosus

Candida lipolytica/
Yarrowia lipolytica

Williopsis californica

Candida antartica

Candida rugosa

Peintures a I'huile, vernis,
cosmétiques,
Huiles a séchage rapide
Biodiesel
Santé, cosmetiques, lubrifiants,
aliments

industrie.
Bio-tensioactifs

Industrie chimique et alimentaire

Synthese d'acide gras précieux

Industrie du parfum

Acide linoléique

Huile de palme
Huile d'olive
Huile de soja

Triglycérides
Stéarate de p-nitrophényle, 4-
palmitate de nitrophényle,
tripalmitintriolei, huile d'olive
triglycérides

Huile d'olive

(S) -3- (2-méthylfuryl) thioacétate,
Thioacétate de (S) -2-furfuryle

Estérification

Candida antarctica

Pichia burtonii

Agro-alimentaire, cosmétique,
pharmaceutique,
Industrie chimique
Industrie chimique, cosmétique,
Détergents, agriculture,
marchandises

Biodiesel, pharmaceutique,
plastifiants, textiles, cuir
traitement, cosmétiques.

Aliments, savons, cosmeétiques

Technologie des champs pétroliféres,
papier carbone
fabrication, industrie textile,
applications lubrifiantes,
boulangeries

Industrie de la beauté

Industrie chimique

Acide lactique

Acide dihydroxy stéarique.

Acides gras, esters d'acides gras

Glycérol avec acide palmitique

Acide oleique

Citronellol
Esters N-P a longue chaine
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Chromobacterium

Biodiesel, carburéacteur, lumiére

Huile de jatropha

viscosum huile d'hydrocarbure.
c
2 Candida antarctica Biodiesel Huile de tournesol
(18]
(&)
= Rhodotorulamucilaginosa Synthése d'acide gras méthyle Huile de palme et méthanol
% les esters
2 Saccharomyces cerevisiae Meédical, agricole, Tributyrine
|‘_3 Pharmaceutique.
Candida antarctica Biodiesel. L'huile de soja

@ Candida antarctica Produits pharmaceutiques, Acyl ribonucléosides
% cosmeétiques et Compléments
8 alimentaires
<
ow 8 Candida rugosa Industrie cosmétique et alimentaire Benzoate de menthol
S22
a8

<
@ Candida antarctica Cosmeétiques, détergents Acyl glycérols, huile de bourrache
%‘ Industrie alimentaire, cosmétique,
2 Médicaments.
<
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Conclusion générale

L'analyse de la littérature actuelle montre que les lipases microbiennes sont l'une des
enzymes les plus produites. A I'échelle mondiale, de nombreuses recherches ménent leurs
études sur l'isolement, le criblage et I'optimisation des parameétres de croissance critiques pour
les souches microbiennes afin d'obtenir un rendement maximal en lipases. Le criblage
qualitatif a éte réalisé en utilisant la méthode de dosage sur plague d'agar avec divers substrats
tels que I'huile d'olive, la tributyrine et le Tween 20/80. En outre, un criblage quantitatif a été
réalisé par la détermination de I'activité lipasique en utilisant diverses méthodes
colorimétriques et spectrophotométriques.

Ce type de méthodes de criblage, en particulier les méthodes colorimétriques, a permis
d'identifier les souches microbiennes qui produisent en continu des lipases avec un rendement
plus élevé. La production de lipases microbiennes réalisée en utilisant soit le systeme de
fermentation a I'état solide soit la fermentation immergée avec l'aide des diverses sources de
carbone et d'azote. La plupart des rapports de la littérature soutiennent que les systemes de
fermentation a I'état solide sont de meilleures méthodes de production de lipase microbienne.
Les facteurs nutritionnels influencant la production microbienne de lipase ont été explorés et
se sont avérés étre une partie intégrante de I'amélioration du rendement en lipase. Enfin, la
purification des lipases en utilisant différentes techniques de précipitation et de
chromatographie et 1’étude de ses différentes caractéristiques ont été discutées et résumées.
Les lipases microbiennes ont de nombreuses applications et avantages dans les industries

alimentaire et agro-alimentaire.

Une compréhension approfondie des facteurs comme 1’immobilisation peut aider au
développement des lipases pour une application spécifique et, a long terme, ouvrir de
nouvelles perspectives. Quel que soit le volume ou la valeur du produit de l'industrie, la
plupart d'entre eux sont utilisés pour la consommation. Il n'est pas nécessaire de souligner que
I'utilisation de levures dans la fabrication de produits consommables est sdre. En fait, la levure
est utilisée depuis des siécles dans la fabrication de produits alimentaires comme le fromage,
le yaourt, le caillé, le pain, etc. et sont considérées comme naturelles. Des dizaines de lipases,
y compris des lipases de levure, sont maintenant disponibles dans le commerce, mais celles
utilisées dans les procédés et produits industriels a grande échelle sont encore limitées a

quelques cas. Ceci est principalement d0 au prix élevé / a la faible disponibilité ou aux
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caractéristiques opérationnelles non optimales des enzymes naturellement disponibles. Les
perspectives d'utilisation des lipases comme catalyseurs industriels reposent fortement sur la
production d'enzymes aux caractéristiques biochimiques et catalytiques améliorées par des

méthodes d'ingénierie des protéines.

La crise sanitaire provoquée par la pandémie du coronavirus (COVID19) nous a
malheureusement empéchés de réaliser la partie pratique de cette recherche bibliographique.
De ce fait, effectuer la partie expérimentale prévue sur la production de la lipase levurienne

est impérativement important notamment :
1/ 1solement, criblage et sélection de souches levuriennes locales performantes
pour la production de la lipase.
2/ Production a faible co(t de cette enzyme.
3/Amélioration de la production enzymatique par 1’utilisation des plans statistiques
4/Purification et caractérisation de I’enzyme.

5/ Immobilisation de la lipase
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Intitulé : Etude de la production de la lipase levurienne.

Résumé :

Les lipases sont des biocatalyseurs importants sur le plan industriel, en particulier les lipases microbiennes et
par conséquent, le criblage, la production, la purification et la caractérisation de I'enzyme lipase a partir de
souches microbiennes émergent continuellement pour répondre aux besoins des industries pharmaceutiques et
alimentaires. Plus récemment, diverses approches rentables et efficaces sont tentées pour augmenter la
production de lipases chez les souches microbiennes. Pour cela, ce travail, a deux chapitres, tente d'étudier la
production de lipases levurienne. Le premier chapitre est sur les levures. Apres avoir traité les caractéristiques
des levures, leur reproduction et leur classification, nous avons abordé¢ leur habitat, I’isolement et le screening
des souches productrices de lipase d’une part, et d’autre part, nous avons évoqué leur mécanisme, les facteurs
influencant leur croissance et leur application industrielle notamment, la production d’enzymes. Dans le
deuxieme chapitre sur les lipases, nous avons décrit 1’origine de la lipase, sa structure et son mécanisme.
Ensuite, la production de cette enzyme sous différents systéemes de fermentation a été discutée. Aussi, I'impact
de divers facteurs tels que les sources de carbone, les sources d'azote, le pH et la température a été évalué. Et
nous avons présenté 1’utilisation des plans statistiques, dans la perspective daugmenter la production
enzymatique a partir de souches microbiennes. Différentes méthodes de dosage de la lipase ont été révelées.
Enfin, les techniques de purification, les caractéristiques de cette enzyme et ses applications industrielles ont

été résumeées.

Mots clés : Levure, criblage, lipase, méthode de dosage, utilisation industrielle.
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