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Introduction

L Introduction :

Lorsqu'au 19°™ siécle, Payen découvrit la diastase (1833) et Claud Bernard la
lipase pancréatique (1856), nul ne pouvait imaginer qu'il s'agissait des premiers maillons
d'une famille de biocatalyseurs susceptibles d'entrainer une révolution technologique
150ans plus tard [1].

Les enzymes sont considérées comme catalyseurs de la nature, la plupart de ces
enzymes aujourd’hui sont produites par la fermentation (Hasan et al., 2006).

Clest en effet la connaissance et la maitrise scientifique des fermentations qu'a
progressivement fait concevoir I'intérét d'utiliser non plus le microorganisme entier mais
seulement son principe actif pour réaliser une transformation définie d'un substrat
biochimique. Depuis deux décenmies, l'emploi des enzymes a connu un succeés
remarquable et entrouvre des perspectives étonnantes, c'est un nombre de procédés
classés comme "biotechmologie" qui reposent sur unme exploitation des propriétés
particulieres, de ces mécanismes réactionnels [1].

De nouvelles industries n'ont vu le jour que grice a la mise sur le marché
d'enzymes purifiées; il en est de méme pour les techniques de détection et d'analyses
dont le principe utilise la sensibilité et la spécificité enzymatique considérant que ces
enzymes ne doivent contenir mi substance, ni microorganisme, ni activité enzymatique
pouvant étre nuisible a la santé et a la qualité des produits élaborés ou conduire a la
formation de produits indésirables [2].

Généralement les enzymes microbiennes sont plus utiles que les enzymes d'origine
animale & cause de leurs grande variété d'activités catalytiques, le rendement élevé, la
facilitt de manipulations génétiques, la disponibilité réguliere due a l'absence des
fluctuations saisonmiéres et la croissance rapide des microorganismes sur des milieux peu
cofiteux (Joseph et al., 2007). Seulement environ 2% des microorganismes du monde ont
été examinés comme sources d’enzymes, mais on peut dire que maintenant les enzymes
microbiennes ont gagné une place importante dans le monde industriel et analytique
(Hasan et al., 2006).

Dans ce travail on va voir I'application et le role des lipases dans de nombreux
secteurs tels que les industries alimentaires, détergents, produits pharmaceutiques et
cosmétologiques...etc.
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IL. Définition, source et classification des lipases :

Les enzymes hydrolysant les triglycérides ont été bien étudiées de puis 300 années
et la capacité de lipases de catalyser 'hydrolyse et ainsi la synthése des esters a été
reconnue presque de puis 70 années.

En 1856 Claud Bernard découvrit pour la premiére fois une lipase dans le suc
pancréatique, c’est une enzyme capable d’hydrolyser les gouttelettes d’huile insolubles et
les convertit en produits solubles (Hasan et al., 2006).

IL.1. Définition des lipases :

Les lipases appelées aussi les triacylglycérol acyl hydrolases (E.C :3.1.1.3) sont un
groupe d’enzymes qui catalysent ’hydrolyse des triacylglycérols en diacylglycérols,
monoacylglycérols, glycérol et acides gras a I'interface entre I’eau et le lipide (Ko et al.,
2005).

Les lipases ont généralement la capacité de réaliser des réactions de synthése telles
que Pestérification (réaction entre un acide et un alcool), la transestérification (ester et
alcool), et I'interestérification (ester et ester) ainsi que dans les réactions de transfert du
groupement acétyl d’un ester sur d’autres nucléophiles tels que les amines ou les thiols
(Alloue et al., 2008).

IL.2. Définition des réactions d’hydrolyse par les lipases :

Les lipases sont des hydrolases qui agissent dans des conditions aqueuses sur les
liaisons de carboxylester présentes dans le triacylglycérol pour libérer les acides gras et le
glycérol (Gupta et al., 2004a). L hydrolyse permet la production d’acides gras pouvant
éure convertis en alcool gras ou employés dans des réactions d’estérification ou de
transestérification (Fig. 1) (Alloue et al., 2008).

H,-O-CO-R; lipases H,-OH
-0O-CO-R; +3H,0 —* 3R-COOH+ CH-OH

CHL-O-CO-R; CH,-OH

Fig. 1: Réaction d’hydrolyse catalysée par la lipase en milieu aqueux

IL3. Définition des réactions de synthése :

11 a été bien démontré que les hydrolases telles que les lipases catalysent les
réactions inverses de leurs réactions hydrolytiques a I’aide d’un biocatalyseur, c’est les
réactions 4’ estérification, transetérification et interestérification (Zhao et al., 2007).

IL3.1. La transestérification :
Implique la réaction d’un groupe acyle avec un alcool (alcoolyse) ou avec le
glycérol (glycérolyse) (Alloue et al., 2008). Il existe plusieurs applications industrielles
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de la transestérification par la lipase, telle que la production des équivalents du beurre de
cacao qui sont des lipides riches en acides gras polymsaturés (Hasan et al., 2006).

1L.3.2. L’interestérification :

Lors de cette réaction, un groupe acyle est transféré a un acide gras (acidolyse) ou
a un ester d’acide gras. Certaines huiles végétales comme I’huile de palme et d’amande
douce présentent des limites d’application a cause de leurs teneurs élevées en acides gras
saturés qui sont associés aux maladies cardiovasculaires; pour élargir leur utilisation
commerciale, ces huiles peuvent étre modifiées physiquement, chimiquement ou par
traitement enzymatique (interestérification). De telles modification des huiles permettent
également aux industriels de répondre a la demande des consommateurs en produits sains
(Fig. 2) (Alloue et al., 2008).

IL.3.3. La synthése d’ester :

Les lipases sont bien utilisées comme des catalyseurs pour la synthése des esters.
Des esters ont été synthétisés a partir d’acides gras & courte chaine a fin de servir dans
Iindustrie alimentaire comme des agents de flaveur. Le méthyle et I’éthyle esters des
acides gras a longue chaine ont été utilisés pour ’enrichissement de Biodiesel. (Sharma
et al., 2001).

R;COOH +R,0H Estérification »RiCOOR,+ H,O

R;COOR; +R3;CO0OR4 Interetériﬁcationﬁ‘R3COOR2+R1COOR4

R,COOR, +R;COOH __Acidolyse | R.COOR, +R;COOH

Alcool
R,COOR, +R;0H o ——+R,COOR; +R,0H

I ——

Fig. 2: Différents types de réactions de synthese catalysées par les lipases en milieux
aqueux (Houde et al., 2004)
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I1.4. Source des lipases :

Les lipases sont des enzymes ubiquistes dans la nature et se trouvent dans les
plantes, les animaux et les microorganismes (Gupta et al., 2004a; Gilham & Lehner,
2005). Plusieurs lipases ont été commercialement produites et la majorité de ces enzymes
sont d’origine bactérienne ou fongique (Jaeger & Reetz, 1998). Ces enzymes représentent
la classe la plus utilisée en applications biotechnologique et dans la chimie organique.
Les lipases microbiennes extracellulaires ont une importance commerciale considérable,
parce que leur production est beaucoup plus facile. Bien que plusieurs sources
bactériennes de lipase sont disponibles, seulement quelques espéces sont exploitées en
commerce ; parmi ces bactéries les plus importantes sont: Achromobacter, Bacillus,
Chromobacterium et surtout Pseudomonas qui est le genre le plus utilisé en
biotechnologie (Gupta et al., 2004a). Une liste de plus courants microorganismes
producteurs des lipases est présentée dans le Tableau 1.

Il faut noter qu’il existe une confusion concernant I’origine des lipases, résultées
par les changements des noms systématiques des bactéries et des champignons qui
produisent ces enzymes: autrefois, Candida rugosa a été appelée Candida cylindracea,
Pseudomonas glumae et Pseudomonas cepacia ont été renommées Burkholderia glumae
et Burkholderia cepacia. En outre la lipase de Burkholderia glumae est identique a celle
de Chromobacterium viscosum (Jaeger & Reetz, 1998).
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Tableau 1 : représente les sources des lipases microbiennes

Microorganismes Références
bactéries

Achromobacter sp. Gupta et al,, 2004a
Achromobacter lipolyticum Joseph et al., 2007
Acinetobacter sp. Gupta et al,, 2004a
Acinetobacter radioresistens Eltaweel et al., 2005
Aeromonas Hasan et al., 2006
Aeromonas hydrophila Joseph et al., 2007
Bacillus sp Eltweel et al,, 2005
Bacillus coagulans Kumar et al., 2005
Bacillus licheniformis Bayoumi et al., 2007
Bacillus stearothermophilus Kambourova et al., 2003
Bacillus subtilis Ewis et al., 2004
Bacillus thermocatenulatus Riaetal, 1998
Burkholderia cepacia Jaeger & Reetz, 1998
Burkholderia glumae Houde et al., 2004

Chromobacterium violaceum
Chromobacterium viscosum
Enterococcus faecalis
Geobacillus sp.
Lactobacillus plantarum
Moraxella
Propionibacterium acnes
Proteus vulgaris
Pseudomonas
Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas fluorescens
Pseudomonas fragi
Psychrobacter immobilis
Serratia marcescens
Staphylococcus
Staphylococcus aureus
Staphylococcus epidermidis
Streptomyces
Streptomyces exfoliatus
Thermus thermophilus
Vibrio cholerae
Champignons
Aspergillus carneus
Aspergillus niger
Aspergillus oryzae
Mucor hiemalis
Mucor javanicus
Mucor miehei
Penicillium camenbertii
Penicillium chrysogenum
Penicillium roquefortii
Rhizopus sp.
Rhizopus nodosus
Rhizopus oryzae
Rhizomucor miehei
Thermomyces lanuginosus
Candida
Candida antarctica
Candida lipolytica
Candida rugosa
Geotrichum
Geotrichum candidum
Trichoderma viride
Yarrowia lipolytica

Gupta et al., 2004a
Arpigny & Jaeger, 1999
Gupta et al,, 2004a
Abdel-Fattah, 2002
Gupta et al,, 2004a
Arpigny & Jaeger, 1999
Hasan et al., 2006
Arpigny & Jaeger, 1999
Saeed et al., 2005
Jaeger etal., 1999
Sinchaikul et al., 2001
Arpigny & Jaeger, 1999
Gupta et al,, 2004a
Houde et al., 2004
Sunna et al., 2002
Eltaweel et al,, 2005
Jaeger & Eggert, 2002
Jaeger et al., 1999
Gupta et al., 2004a
Dominguez et al., 2005; Fucifios et al., 2005
Arpigny & Jaeger, 1999

Koblitz & Pastore, 2006
Sharma et at., 2001
Alloue et al., 2008
Koblitz & Pastore, 2006
Scriban, 1999

Laboret & Perraud, 1999
Koblitz & Pastore, 2006
Ferrer et al., 2000
Joseph et al., 2007
Koblitz & Pastore, 2006
Hasan et al., 2006
Jaeger & Eggert, 2002
Alloue et al., 2008

Mir, 2004

Arpigny & Jaeger, 1999
Sunna et al., 2002
Scriban, 1999

Fadiloglu & Erkmen, 2002; Alloue et al., 2008
Ginalska et al., 2007
Vakhlu & Kour, 2006
Kashmiri et al., 2006
Lanciotti et al., 2005
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11.5. Classification des lipases :

Les bactéries produisent des classes différentes d’enzymes lipolytiques, y compris
des carboxylestérases (EC: 3.1.1.1) qui hydrolysent les esters de petite taille qui sont
partigllement solubles dans Ueau (Arpigny & Jaeger, 1999).

Les estérases qui hydrolysent les longues chaines d’acylglycérols sont appelées
«lipases» (EC: 3.1.1.3) et elles peuvent étre considérées comme des enzymes
lipolytiques et estérolytique (Gilham & Lehner, 2005). Notre connaissance de la structure
des lipases et des estérases est augmentée dans ces derniéres années par I’élucidation de
séquences des génes et la résolution des nombreuses structures cristallisées {Arpigny &
Jaeger, 1999). La comparaison entre les carboxylestérases et les lipases révéle une grande
similarit¢ malgré la grande différence des spécificités aux substrats ou les fonctions
physiologiques (Githam & Lehner, 2005).

Les lipases bactériennes sont classées dans huit familles basées sur les motifs des
séquences conservées et les propriétés biologiques. Pendant ce temps, plusieurs
modifications ont été rajoutées sur cette classification.

1. Famille I: les vraies lipases :

Une vraie lipase est définie comme une carboxylestérase qui catalyse I’hydrolyse
et la synthése des longues chaines d’acylglycérols & partir de triglycéride (Jaeger &
Eggert, 2002). Autrefois, les vraies lipases €taient appelées lipases de Pseudomonas
groupel, 2 et 3 parce que les lipases du genre Pseudomonas ont été probablement les
premiéres & étre étudiées et elles ont une grande importance en industrie.

Les lipases de Burkholderia glumae ont été les seules lipases qui ont une structure
tridimensionnelle connue, jusqu’a la publication de la structure cristallisée des lipases de
Chromobacterium viscosum et Burkholderia cepacia (Apignys & Jaeger, 1999). A cause
de la diversité des origines des vraies lipases, cette famille est encore divisée en septes
sous—familles (Tableau 2) (Jaeger & Eggert, 2002).

2. Famille II :

Cette famille comprend 1’estérase de Streptomyces scabies, a cause de la similarité
avec [’estérase d’Aeromonas hydrophila. Le centre catalytique de [’estérase de
Streptomyces scabies a une particularité architecturale, ce qui forme une dyade
catalytique au lieu d’une triade {Arpigny & Jaeger, 1999).

3. Famille I1I :

Cette famille a &t¢ identifiée premierement par Gruz et al. et mentionnée par Wel
et al., qui ont été démontré la structure fridimensionnelle de la lipase de Strepipmyces
exfoliatus (Arpigny & Jaeger, 1999).

4. Famille IV: Ia lipase hormone -sensible (LHS)

Plusieurs enzymes bactériennes montrent une grande similarit¢ de séquence
d’acides aminés avec les LHS des mammiferes. Une comparaison de ces enzymes sera
donc trés importante pour déterminer les propriétés distinctives de cette famille (Arpigny
& Jaeger, 1999).
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5. Famille V :

L’origine des enzymes regroupées dans la famille V est les bactéries mésophiles
(Pseudomanas aleovorans) ou bien les bactéries psychrotolérentes (Moraxella sp.) ou
thermotolérentes (Sufolobus acidocaldarius) (Arpigny & Jaeger, 1999).

6. Famille VI :

Les enzymes représentées dans cette famille sont parmi les plus petites estérases
connues avec une masse moléculaire entre 23-26KDa. La structure tridimensionnelle de
1a lipase de Pseudomonas fluorecens est résolue (Arpigny & Jaeger, 1999).

7. Famille VI ;

Plusieurs estérases bactériennes de grande taille (55KDa) impliquent des
séquences d’acides aminées homogenes avec I’acétylcholine estérase des eucaryotes et la
carboxylestérase des intestins et du foie. L’estérase d’Arthrobacter oxydans est
particuli¢rement active contre «herbicide phenylcarbamate» par Uhydrolyse de sa
liaison carbamate centrale (Arpigny & Jaeger, 1999).

8. Famille VIII :
On a besoin de beaucoup plus d'mformation sur la structure pour déerire le
mécanisme catalytique de cette famille {Arpigny & Jaeger, 1999).
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11.6. Les méthodes de détection des microorganismes lipolytiques :

Certains microorganismes sont capables de produire des lipases extracellulaires et
puisque le sol est un réservoir d’une grande et diverse population microbienne, on étudie
la capagité de ces microorganismes de produire les lipases (Ko et al., 2005).

Des milliers d’échantillons microbiens isolés a partir du sol testés par criblage ou
par des milieux de culture solides et liquides, démontrent que 20% sont des producteurs
de lipases (Jaeger & Eggert, 2002). Les géloses contenants 0.05, 0.1, 0.2% d’huile de
tournesol sont utilisées pour déterminer la concentration optimale de "huile pour détecter
la production des lipases. L incubation se fait & une température de 24°C pendant 7 jours
et on observe sur la gélose des zones claires résultant de activité lipolytique, ces zones
claires sont beaucoup plus nettes sur la gélose contenant 0.1% d’huile de tournesol que
les géloses de 0.2 et 0.05% d’huile.

La population microbienne la plus productrice des lipases est celle des
actinomycétes suivie par les bactéries et les champignons (Tableau 3) (Ko et al., 2005).

Tablean 3: Populations productrices des lipases dans le sol; 10° colonies /g sol

Microorganismes Totale production de lipase
Actinomycétes 572 32.0
Bacteries 129.8 11.0
Chaimpignons 4.3 1.0

L’activité lipasique (estérasique) peut étre décelée aussi de plusieurs fagons :

s un milieu gélosé (milieu de sierra) au Tween 80 (oléate de sorbitol) est coulé en
boite de Pétri et ensemencé par touche. Aprés incubation, Pactivité lipasique se
traduit par un halo-opaque autour des colonies dues & la précipitation d’oléate de
calcium.

e un milieu gélosé est additionné d’huile d’olive et stérilis€¢ avant de la couler en
boite, on ajoute 0.006% de blen Victoria (Victoria blen agar). La boite est
ensemencée par touches. La lipolyse se traduit par apparition d’un précipité bleu di
aux sels d’acides gras.

e il est possible d’utiliser également de la gélose a la tributyrine en boite de Pétri.
L’hydrolyse se manifeste par 1’éclaircissement du milieu. Plusieurs variantes sont
possibles, si le milieu contient du bleu Evans, la décoloration est plus nette, s’il
contient du rouge de phénol, il permet de mettre en évidence I’acidification lie a la
libération d’acide butyrique (couleur jaune) (Guiraud, 1998).
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I11. Les facteurs affectant la production des lipases :

La production des lipases microbiennes est influencée par des facteurs
nutritionnels et physico-chimiques, comme la température, le pH, source de carbone et
d’azote, présence des lipides, des sels inorganiques et Pagitation (Gupta et al, 2004a).
Une liste des conditions de fermentation utilisées par différents microorganismes est
préseniée dans le Tablean 4.

111.1. Effet de carbone :

Le facteur principal pour la production des lipases est toujours le carbone (Gupta
et al., 2004a). Plusieurs rapporis ont demontre differents effets des sources de carbone
sur la production des lipases, par exemple ils ont trouvé que le fructose 1% donne la
production maximale des lipases chez Syncephalastrum recemosum, et que le sorbitol est
Ia meilleure source de carbone pour Humicola lanuginosa. Cependant Eltaweel et al.
{2005) ont trouvé que e mannitol dans le milieu de culture inhibe 1a production de lipase
chez Staphylococcus auwreus, ainsi le glucose, sucrose et le maltose stimulent la
production des lipases par Burkholderia cepacia, cependant, ces sources de carbone
inhibent la production chez Bacillus sp. strain 42 (Eltaweel et al., 2005). Ainsi le fructose
est le meilleur carbohydrate pour Rhodotorula glutinis (Ginalska et al., 2007).

Des études sur les conditions de fermentation pour la production des lipases
extracellulaires par plusieurs microorganismes comme Candida rugosa, Yarrowia
lipolytica, démontrent que ’addition des lipides dans le milieu augmente le niveau de la
production des lipases. Les acides gras sont généralement considérés comme les substrats
les plus efficaces pour la biosynthése des lipases (Grbavéic et al., 2007). On peut aussi
utiliser les huiles ou n’importe qu’elle substrat comme le triacylglycérol, les esters
hydrolysables, Tween et le glycérol (Gupta et al., 2004a).

Plusieurs rapports démontrent que Y. lipolytica produit une grande quantité de
lipase quand elle est cultivée dans un milien contenant I'huile d’olive ou un
triacylglycéride 4 longue chaine comme source de carbone (Amaral et al., 2006). Ils ont
trouvé que I’huile d’olive est aussi la meilleure source pour la production des lipases par
Bacillus sp. strain [HI.91 (Eltaweel et al., 2005).

I11.2. Effet d’azote :

En plus des sources de carbone, les sources d’azote ont aussi une influence sur la
production des lipases. Généralement, 1'azote organique est préféré par les
microorganismes comme le peptone et I’extrait de levure qui sont utilisés par différents
especes de Bacillus (Gupta et al., 2004a) et par Candida rugosa (Fadiloglu & Erkmen,
2002). Ainsi Pextrait de levure stimule la production des lipases par Gryptococcus sp.,
pendant que 1’urée a ét¢ la meilleure source d’azote pour Y. fipolytica (Grbav&ic et al,,
2007). En absence d’azote organique, Pseudomonas fluorescens est incapable de produire
des enzymes. Cependant ces sources ne sont pas essentielles pour la production des
lipases par Pseudomonas G6 (Eltaweel et al., 2005).

Les sources d’azote inorganique comme le chlorure d’ammonium, démontre aussi
un effet sur la production des lipases (Ginalska et al., 2007).

12
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111.3. Effet des ions :

Les ions métalliques sont nécessaires pour une production optimale des lipases
(Eltaweel et al., 2005), il a été retrouvé que Ca™® est I’ion le plus efficace pour la
production d’enzymes par plusieurs microorganismes (Eltaweel et al., 2005; Kashmiri et
al,, 2006). 11 a été retrouvé que NaCl, KH,PO,, MgCl, sont aussi efficace pour la
fermentation (Saeed et al., 2005; Grbav¢ic et al., 2007, Lanciotti et al., 2005). Cependant,
certains ions de métaux lourds comme le chlorure de cobalt et le chlorure de zinc peuvent
mbhiber la production des lipases (Eltaweel et al., 2005).

L4, Autres effets :

En plus de divers composants chimiques d’un milieu de fermentation les
paramétres physiologiques comme la température, le pH, I’agitation, 1’aération et la
période d’incubation jouent aussi un role important dans la production des lipases chez
les microorganismes {Gupta et al., 2004a). Le plus souvent les microorganismes préférent
un pH voisin de 7.0 pour une meilleure croissance et fermentation, c’est le cas de
Bacillus (Eltaweel et al., 2005) et Pseudomonas (Saeed et al., 2005). Mais on peut
trouver une haute production des lipases 4 un pH égal 4 6.0, c’est le cas de Candida utilis
(Grbav¢i€ et al., 2007).

La température optimale pour la production des lipases est variée selon la
température de croissance de chaque microorganisme (Gupta et al., 2004a), par exemple,
la température optimale pour la production chez Bacillus sp. strain 42 est de 50°C
(Eltaweel et al., 2005) et chez Rhizopus sp. est de 30°C (Koblitz & pastore, 2006).

La période d’incubation pour une production maximale de lipase est comprise de
quelques heures a plusieurs jours (Gupta et al., 2004a). Une période d’incubation de 72h
est optimale pour la production chez Trichoderma viride (Kashmiri et al., 2006) et chez
Bacillus sp. strain 42 (Eltaweel et al., 2005) et 120h est optimale chez candida utilis
(Grbavéié et al., 2007).

Il a été démontré que la production des lipases extracellulaires apparait
normalement dans le milieu de fermentation quand la croissance de microorganisme
arrive 4 la fin de la phase logarithmique, la production de ces enzymes est avantageuse
pour le microorganisme seulement quand les nutriments deviennent limitants (Saeed et
al., 2005).
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production des lipases U/mlL.
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Fig. 5: Les effets des différents sucres et alcools sur la production des lipases par

Bacillus sp. (Gupta et al., 2004b)
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Tableau 4: Quelques conditions culturelles qui influencent sur la production des lipases

T Agitation Période
Microorganisme pH . Source de carbone Source d’azote Références
(°C) | tours/min d’incubation (h)
Bacillus sp. strain 42 Sorbitol- fructose- | Tryptone - Eltaweel et al., 2005
7 1 50 150 72
Huile d’olive Soytone
Pseudomonas aeruginosapsx | 7 | 37 150 48 Tween-20 Extrait de levure Saeed et al., 2005
Acinetobacter calcoaceticus Acide lactique- - Gupta et al., 2004a
68| 30 250 12 _ )
Acide oléique
Burkholderia sp. Glucose- NH.CI Gupta et al., 2004a
P 7| 45 | 250 24 . | P
Huile de moutard (NHy); HPO4
Geobacillus thermoleovorans s | 70 Tween 80- Peptone Abdel-fattah, 2002
Huile d’olive
Aspergillus niger 95| 60 } ) Acide gras Ammonium nitrate | Sharma et al., 2001
Penicillium wortmanii 7 45 - 7 jours Huile d’olive: - Sharma et al., 2001
Candida utilis Acide oléique - Casein Grbaveié et al., 2007
6 | 28 | 120 120 A ctal,
Acide caprylique hydolysé
Trichodrerma viride - 31 100 72 Huile d’olive NH,Cl Kashmiri et al., 2006
Geoairichun candidum ‘ Glucose- Urée Ginalska et al., 2007
7 | 30 150 2 jours o ’
Huile d’olive
Fusarium globulosum 71 25 250 96 Huile de neem Peptone Gulati et al., 2005
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Méthodes de purification et caractéres des lipases

IV. Méthodes de purification et caractéres des lipases

IV.1. Méthodes de purification

La fermentation terminée, les enzymes doivent étre séparées des cellules et du
milieu, et traitées de fagon a obtenir une préparation commerciale répondant aux critéres
de pureté et de stabilité souhaités (Scriban, 1999). La pluparts des applications
commerciales n’ont pas besoins des préparations homogénes des lipases, cependant, un
certain degré de pureté permet un usage efficace (Saxena et al., 2003). Pour le but
industriel, les stratégies de purification employées doivent étre rapides, moins colteuses,

donnent un grand rendement et peuvent €tre des opérations & grande échelle (Gupta et al.,
2004a).

Généralement, les méthodes de purification utilisées sont des techniques non
spécifiques comme la précipitation, la chromatographie d’interaction hydrophobique, gel
filtration et la chromatographie échangeuse d'ions. La chromatographie par affinité a été
utilisée dans certains cas pour diminuer le nombre des étapes de purification.

Une lipase de Staphylococcus epidermidis RPG2A est purifiée par une combinaison
de précipitation, chromatographie par métal affinité et gel filtration (Sharma et al., 2001).
Kumar et al. (2005) ont purifié une lipase de Bacillus coagulans BTS-3 avec la
précipitation par sel d’ammonium et chromatographie sur colonne, le bouillon de culture
est centrifugé et filtré sur un papier Whatman N°1, le filtrat est ensuite précipité par le
sulfate et dialysé en présence d’un tampon, puis il est mis dans une colonne de DEAE-
sepharose (Kumar et al., 2005).

La lipase de Pseudomonas aeruginosa est purifiée en utilisant la précipitation
sélective avec ’ammonium sulfate suivie par la chromatographie échangeuse d’ions en
utilisant une colonne de Q et S-sepharose (Saeed et al., 2005). Bayoumie et al. (2007)
ont purifié une lipase de Bacillus licheniformis B42 par une procédure consiste en 4
étapes, le surnageant est obtenu par la centrifugation de bouillon de culture; une
ultrafiltration est exécutée en utilisant un systéme Millipore, ensuite ils ont fait une
chromatographie sur le Sephadex G200 €quilibré par un tampon (Tris-HCI) pH 9.0, les
enzymes sont appliquées sur une colonne de Sephadex G100 déja équilibré par le tampon
précédant.

La précipitation des enzymes est fait premi¢rement par I’ammonium sulfate
((NH,),S0,), parce qu’il est trés soluble dans 1’eau, pas cher et il n’a aucun effet sur la
structure de protéine ; a cause de ces raisons, la précipitation par I’ammonium sulfate est
choisie comme la premiére étape de purification (Bayoumi et al., 2007).

Puisque les lipases sont différentes des autres enzymes dans leur nature
hydrophobique et leur activité dans le systéme non aqueux, quelques nouvelles méthodes

de purification ont été utilisées pour la purification des lipases (Gupta et al., 2004a).

Ici une bréve description de quelgues méthodes utilisées.
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IV.1.1. Membrane processus

Ce processus est fait pour la filtration des lipases, pour ’enlévement des cellules
microbiennes et la concentration du surnageant du milieu contenant les lipases. La
possibilité de purifier la lipase de Pseudomonas fluorescens par I’utilisation

d’ultrafiltration par une membrane capillaire a été étudié par Sztajer et Bryjah (1989), ils
ont ¢tudi¢ deux types de membranes capillaire : polyacrylonitrile (PAN) et polysulphone
(PS) avec un poids moléculaire de 10 KDa et un diamétre de pore de 1.1mm (Saxena et
al., 2003).

IV.1.2. Immunopurification

L’immunopurification est une des plus efficaces et sélectives techniques de
purification, a cause de la grande spécificité des réactions d’antigene- anticorps (Gupta et
al.,, 2004a). 'immunopurification a €té considérée comme un des plus coiiteuse
méthodes, particuliérement avec 1’utilisation des anticorps monoclonés, cependant, le
développement de cette technologie, comprenant des méthodes pour leur production
¢conomique a grande échelle, est réduit les frais d’immunopurification, permettant le
développement de production (Saxena et al., 2003) .

1V.1.3. Le systéme de deux phases aqueuses

Cette séparation est un phénoméne général qui se produit quand deux solutions de
polyméres solubles dans 1’eau sont mélangées. Au lieu d’utiliser deux polymeéres, un
polymére et une solution salée peuvent €tre utilisés pour former un systéme de deux
phases aqueuses. Les polyméres les plus communs sont le polyéthylene glycol (PEG) et
le dextran, on trouve aussi [’utilisation fréquente de polymeéres/systeme salé,
PEG/Potassium et PEG/ Magnésium sulfate (Saxena et al., 2003).

Les avantages d’extraction de deux phases aqueuses sont la réduction de volume, la
grande capacité et une séparation rapide et facile. Cette technique peut étre utilisée pour
la purification dans des processus contenants toute la cellule ou juste les débris. Pour les
lipases la nature hydrophobique de 1’enzyme est exploitée dans les syst¢mes de deux
phases aqueuses par I’utilisation des détergents ou surfactants pendant la purification
(Gupta et al., 2004a).

IV.2. Caractéres des lipases

Les lipases présentent des propriétés catalytiques variables suivants les différents
espéces (Alloue et al., 2008). Les lipases de plusieurs microorganismes ont été étudiées
en se basant sur leurs propriétés physiques et chimiques (pH, température, Effet des
ions,...) (Gupta et al., 2004a).

IV.2.1. Effet de pH

Généralement les lipases bactériennes ont un pH optimal neutre ou alcalin (Gupta
et al., 2004a), il a été retrouvé que la plupart des lipases produites par les especes de
Pseudomonas ont un pH optimal environ 7.0 et 9.5 (Saeed et al., 2005).

La meilleure valeur de pH pour activité d’une lipase purifiée de Bacillus
licheniformis B-42 est de 9.5 ou I’activité atteint 50.23U/ml (Bayoumi et al., 2007). Une
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autre souche de Geobacillus sp. TW1 a une lipase qui a une activité maximale & un pH
de 7.0-8.0, cette lipase reste stable a une gamme de pH de 6.0-9.0 (Li & Zhang, 2005).

D’autres lipases d’origine fongiques ont également un pH optimal neutre ou
légérement acide: pH 7.0 pour la lipase de Yarrowia lipolytica. Les lipases peuvent étre
actives sur une large gamme de pH, ainsi la lipase de Y. lipolytica conserve au moins

60% de son activit¢ a pH entre 4.0 et 8.0 (Alloue et al., 2008). La lipase d'Aspergillus
niger démontre une activité maximale a un pH 6.5 et elle reste active a une gamme de pH
entre 4.0 et 6.5 (Pera et al., 2006).

Ferrer et al. (2000) ont trouvé que le pH optimal de ’activité lipolytique chez
Penicillium chrysogenum est de 7.9-8.1. Une réduction importante de ’activité est
observée a un pH plus de 8.5, ce résultat est opposé avec autres enzymes lipolytiques de
Penicillium, par exemple Penicillium roquefortii qui a une activité maximal a un pH=9
ou plus (Ferrer et al., 2000).

1V.2.2. Effet de température

Concernant la température, de nombreuses lipases microbiennes ont une activité
maximale a une température située entre 30 et 40°C. Les lipases d’Aspergillus carneus et
de Yarrowia lipolytica par exemple, ont une activé maximale a 37°C (Alloue et al.,
2008). Ferrer et al. (2000) ont trouvé que la température optimale pour l'activité
maximale chez Penicillium chrysogenum est 45°C, une perte importante de 1’activité
catalytique est avoir lieu & une température plus de 50°C (Ferrer et al., 200). Les lipases
produites par Bacillus licheniformis B-42 atteint leur activité maximale entre 50 et 60°C
ou elle atteint 50.23 U/ml, au dessous ou au dessus de cette température 1’activité est
diminuée (Bayoumi et al., 2007). Une souche bactérienne de Anoxybacillus gonensis G2
démontre aussi une activité maximale de la lipase & une température de 60°C (Colak et
al., 2005). L’activité maximale de la lipase chez Bacillus coagulans BTS-3 est obtenue
en utilisant ’enzyme aprés 10 minutes d’incubation a 55°C (Kumar et al., 2005).

Li & Zhang (2005) ont trouvé que l'activité optimale d'une lipase de Geobacillus
sp. TW1 est obtenue & une température de 40°C, mais elle garde leur activité jusqu'a la
température de 90°C a un pH 7.5 (Li & Zhang, 2005). Une autre souche de Thermus
thermophilus HB27 démontre une activit¢ maximale & une température atteinte jusqu’a
80°C (Fucinos et al., 2005).

IV.2.3. Effet des ions métalliques

Généralement, les cofacteurs ne sont pas nécessaires pour I’activité des lipases,
mais souvent certains cations stimulent I’activité d’enzyme (Gupta et al., 2004a). L’effet
de quelques ions métalliques sur 1’activit¢ d’une lipase purifiée de Pseudomonas
aeruginosa est aussi étudié, il a été retrouvé que NaCl, CaCl, et MgCl, augmentent
Pactivité lipolytique de la lipase purifiée et I’activité est plus grande dans le cas de CaCl,
que NaCl et MgCl,, cette observation est aussi exposée par d’autres lipases de
Pseudomonas. L’observation de cette augmentation en présence de ces ions est
probablement reflétée la capacité de ces sels d’agir avec les acides gras libres adhérents
aux gouttelettes d’huile pour diminuer I’effet de la charge inter faciale. En outre, le ZnCl,
a une concentration de 10 mM inhibe I’activité lipolytique de cette lipase (Saeed et al.,
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20095). ils ont étudié I’effet des ions métalliques sur une lipase purifiée de Penicilluim
requefortii, I’activité de la lipase est n’a pas influencée par Ca+2, Mg+2, Mn+2, Na', K' et
Cu*?, cependant, I’enzyme est inhibée par I’Ag*, Fe*™? et I'Hg'? (Sharma et al., 2001).

Kumar et al. (2005) ont trouvé que les ions de K', Fe®, Hg™ et le Mg
augmentent I’activité de la lipase de Bacillus coagulans BTS-3, pendant que les ions de
AI", Co*? et Zn'? ihibent activité d’enzyme (Kumar et al., 2005).

1V.2.4. Stabilité dans les solvants organiques

La stabilit¢é dans les solvants organiques est souhaitée dans les réactions de
synthese, il peut étre déduire que les lipases sont généralement stables dans les solvants
organiques avec quelques exceptions de stimulation et d’inhibition (Gupta et al., 2004a).

La lipase de Rhizopus sp. a une bonne stabilit¢é dans ’hexane mais elle est
fortement dénaturée dans les solvants hydrophiliques, particuli¢rement le méthanol
(Koblitz & Pastore, 2006).

IV.2.5. Spécificité des lipases
Les lipases démontrent des spécificités différentes aux huiles et a la matiére
grasse, elles peuvent étre divisées au cing catégories.

1. Spécificité au substrat

Les triacylglycérides ne sont pas les seuls substrats pour les lipases; les
diacylglycérides, les monoacylglycérides et les phospholipides peuvent aussi étre
hydrolysés. Certaines lipases démontrent une préférence a des acylglycérides spéciales.
La lipase de Penicillium camembertii par exemple a une grande activité sur les mono- et
les diacylglycérides mais elle n'a aucune activité sur les triacylglycérides [3].

2. Les lipases non spécifiques

Agissent au hasard sur les molécules de triacylglycéride et entrainent I'hydrolyse de
ces molécules en acides gras et glycérol. Ce groupe comprend les lipases de
Staphylococcus aureus (Gupta et al., 2004), Pseudomonas cepacia et Candida rugosa

31

3. Les lipases régiospécifiques

Ce sont des lipases qui hydrolysent seulement les liaisons ester primaires (les liaison
ester sur l'atome Cl et C3 de glycérol) et ainsi hydrolysent le triacylglycéride pour
donner des acides gras libres, 1,2(1,3)-diacylglycéride et 2-monoacylglycéride. Parmi ces
lipases, celles de Bacillus sp. (Gupta et al., 2004a) et Candida antarctica [3].

4. Les lipases spécifiques aux acides gras

Elles démontrent une préférence aux acides gras. Achromobacterium lipolyticum est
la seule source bactérienne des lipases qui a une spécificité aux acides gras (Gupta et al.,
2004a) avec d'autre champignons comme Geoitrichum candidum [3]. Cependant, les
lipases de Bacillus sp. et Pseudomonas alcaligenes démontrent une spécificité aux
triacylglycérides avee des acides gras & une longue chaine, pendant que les lipases de
Bacillus subtilis et Pseudomonas aeruginosa préférent les acides gras avec des courtes ou
moyennes chaines (Gupta et al., 2004a).
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5. Les lipases stereospécifiques
Ces lipases peuvent distinguer entre la position snl et la position sn3 dans les
triglycérides, on trouve ces lipases chez Pseudomonas fluorescens [3].

IV.2.6. Les inhibiteurs des lipases

Les inhibiteurs des lipases ont ét€ utilisés dans I'étude des propriétés structuraux
et des mécanismes des lipases, en plus, la recherche de ces inhibiteurs a un intérét
pharmacologique, ils ont utilisées pour la fabrication des médicaments. Les composées
qui ne agissent pas directement sur le site actif, mais inhibent l'activité des lipases par le
changement de la conformation ou des propriétés inter faciales des lipases sont des
inhibiteurs non spécifiques; les surfactants, les sels de bile et les protéines sont
appartiennent au cet groupe d'inhibiteur, mais les surfactants et les sels de bile stimulent
l'activité enzymatiques dans certains cas. On outre, les inhibiteurs spécifiques sont les
inhibiteurs qui agissent directement sur le site actif de ces enzymes, on trouve dans ce
groupe l'analogue de substrat comme 1'analogue de triacylglycéride (Gupta et al., 2004a).
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V. Lipases et les biotechnologies moléculaires :

Jusqu’a récemment, un nombre important des génes des lipases procaryotiques ont
été clonés, mais les mécanismes moléculaires qui controle leur expression restent
inconnus (Jaeger et al., 1999). La technologie de ’ADN recombinant représente une
technique trés attirante qui peut &tre utilisée pour ignorer ou dépasser la limitation des
applications industrielles des lipases.

Bri¢vement, une lipase adéquate est sélectionnée pour une application spécifique
et clonée dans un systéme d’expression pour produire et purifier cette enzyme en grande
quantité (Houde et al., 2004).

«Lipolase» de Novozyme, produite en 1994, est la premiére lipase recombinante,
elle a ét€¢ obtenue par le clonage du geéne de la lipase de Thermomyces lanuginosus
(appelé autrefois Humicula lanuginosa) dans le génome de l’Aspergzllus oryzae (Mir,
2004). Au début de cette technique, seulement un trés petit nombre de microorganismes
ont été employés pour ce processus, 1I’Escherichia coli est ’espéce représentative des
microorganismes procaryotiques, en plus de la levure de boulanger Saccharomyces
cerevisiae. L’application de telle expression comprend [’utilisation des vecteurs
(plasmide, phage, cosmide et virus) qui ont une large gamme d’hdétes [3].

L’introduction des lipases thermostables dans les applications industrielles
nécessite leur production et leur surexpression fonctionnelle dans des hétes appropriés.
Par conséquent, plusieurs lipases thermostables ont €té récemment décrites et dans
certains cas leurs genes sont exprimés dans différents hotes (Sunna et al., 2002). Une
lipase thermophile de Bacillus thermoleovorans ID-1 est clonée par Cho et al. (2002). Le
géne de lipase code pour 416 acides aminés et contient le pentapeptide Ala-X-Ser-X-
Gly, comme les autres lipases de Bacillus. Pour I’expression dans 1’Escherichia coli, le
géne de lipase est cloné dans le vecteur PET-22b (+) avec un promoteur puissant T7 (Cho
et al., 2000).

La sélection des génes de Geobacillus strearothermophilus ATCC12980 et
ATCC7954 qui sont responsables de I’activité d’estérase/lipase conduit & 1’isolement de
deux clones positifs. Deux genes sont identifiés, est30 et est55, ils codent deux
carboxylestérases différentes. Le géne est30 code un polypeptide de 248 acides animés et
le géne est55 code un polypeptide de 499 acides animés, les deux enzymes sont purifiées
et homogénéisées d’une souche recombinante d’E. coli (Ewis et al., 2004).

Un géne d’estérase d’une souche thermophile Bacillus licheniformis LCB40 a été
cloné et exprimé dans I’E.coli. La comparaison de la séquence des acides aminés
d’estérase avec celles des lipases et estérase connues démontre la présence de
pentapeptide Gly-X-Ser-X-Gly avec un alanine qui remplace la premicre glycine, ce
remplacement n’a jamais été retrouvé pour une estérase mais il est présent chez les
lipases de Bacillus subtilis et Bacillus pumilus. La séquence des acides aminés démontre
une similarité avec les lipases, un extrait d’une souche recombinante d’E.coli démontre
une hydrolyse de p-nitrophenyl caprylate (PNPC8) comme I’estérase mais il n’hydrolyse
pas le p-nitrophenyl palmitate (PNPC18) ou I’huile d’olive comme les lipases (Alvatez-
Macarie et al., 1999).
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Plusieurs lipases ont été détectées dans Yarrowia lipolytica, y compris des
enzymes intracellulaires et extracellulaires. Trois genes codant les lipases ont été 1solés
de Y. lipolytica, Lip!l qui code 486 acides aminés et Lip3 qui code 498 acides aminés.
Lip1 et Lip3 sont des génes de lipases intracellulaires, mais Lip2 qui a été isolé en 2000,
est un géne d’une lipase extracellulaire. L’analyse par PCR démontre que contrairement &
quelques levures, comme Candida rugosa et Geotrichum candidum dans les quelles
plusieurs geénes sont présents, Y. lipolytica a un seul géne pour la lipase extracellulaire
(Vakhlu & Kour, 2006).

Pour conclure, la synthése des lipases extracellulaires émerge comme un
mécanisme de régulation, surtout dans les bactéries pathogeénes qui ont des lipases
considérées comme des facteurs virulents. Des activateurs ou -des inhibiteurs
supplémentaires de transcription répondant au grand nombre des signaux écologiques
semblent exister, mettant I’expression des genes de lipase un systéme de haute régulation.
(Jaeger et al., 1999).

22






Application industrielle des lipases microbiennes

V1. Applications industrielles des lipases microbiennes :

Les enzymes lipolytiques ont actuellement attirées une énorme attention a cause
de leur potentiel biotechnologique, elles constituent le groupe le plus important de
biocatalyseurs dans les applications biotechnologiques (Joseph et al., 2007), L'utilisation
commerciale des lipases est un commerce de milliards de dollars qui comprend une large
variété de différentes applications (Jaeger et al., 1999). Les lipases, particuliérement
d'origine microbienne, ont un grand potentiel dans les applications commerciales comme
additifs dans les aliments (modification de la flaveur), détergents (hydrolyse des
graisses), synthése des esters, traitement des eaux usées, cosmétique, pharmaceutique,
curtr et analytique (Eltaweel et al., 2005).

V1.1.L'utilisation des lipases dans les graisses et les produits oléochimiques :

L'interestérification et Yhydrogénation sont des techniques qui ont &été utilisées
dans la préparation des produits de glycérol pour l'usage dans 1a fabrication du beurre et
de la margarine, elle est conduite en présence d'un catalyseur tel que le sodium, le
méthylate de sodium ou autres analogues.

La lipase immobilisée de Mucor miehei dans le solvant organique a catalysé les
réactions de Yinterestérification enzymatique pour produire les huiles végétales comme:
thuile de mais, t'huile de toumesol, I'huile d'arachide, l'huile d'olive et 'huile de soja
contenant les acides gras polyinsaturés. En outre la place des lipases dans l'industrie des
produits oléochimiques est énorme, les graisses et les pétroles sont produits dans le
monde entier 4 une grande quantité (Hasan et al., 2006).

L'utilisation des lipases dans les processus oléochimiques économise I'énergie et
minimise la dégradation thermique pendant l'alcoolyse, l'acidolyse, I'hydrolyse et la
glycérolyse (Sharma et al., 2001).

VL2. La production des polyméres biodégradables :

Les lipases et les estérases sont utilisées comme des catalyseurs pour la synthése
des polymeéres, avec leur majeur avantages: leur grande sélectivité dans des conditions
ordinaires. Des structures complexes monomériques avec des groupes de réactives
multifonctionnelles sont polymérisées en utilisant des lipases commerciales de différentes
sources (Jaeger & Eggert, 2002). Les lipases peuvent &tre employées comme
biocatalyseurs dans la production des composés biodégradables, la 1-Butyl oléate est
produit par l'estérification directe du butanol et l'acide oléique pour diminuer la viscosité
de biodiesel utilisé en hiver (Hasan et al., 2006).

VL3. Les lipases dans 'industrie des détergents :

Le domaine le plus commercialement important dans les applications des lipases
est leur addition aux deétergents, qui sont utilisés principalement dans le ménage, la
blanchisserie et dans la vaisselle. Les lipases des détergents sont particulierement
sélectionnées a rencontrer les exigences suivantes: une basse spécificité au substrat, c'est-
a-dire la capacité d’hydrolyser la matiére grasse de divers compositions; la capacité de
résister a des conditions de lessive relativement dures (pH 10.0-11.0 et T°= 30-60°C); et
la capacité de résister aux surfactants et aux enzymes (protéase) qui sont des ingrédients
importants de plusieurs détergents (Jaeger & Reetz, 1998).
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En 1994, Novo Nordisk a introduit la premiere lipase recombinante "Lipolase”,
qui est d'origine du champignon Thermomyces lanuginosus et elle est exprimée dans
I'4spergillus oryzae. En 1995, deux lipases bactériennes sont introduites, "Lumafast” de
Pseudomonas mendocina et “Lipomax" de Pseudomonas alcaligenes par Genencor
International (Sharma et al., 2001). Ces enzymes sont utilisées dans les formulations de
détergents pour enlever les taches de la mati¢re grasse comme celles résultées d'huile de
salade, beurre, soupes, sauces et certains cosmétiques (Houde et al., 2004). Dans le
domaine de détergents, presque 1000 tonne de lipase sont vendues chaque année (Jaeger
et al., 1999).

V1.4. Les lipases dans I'industrie des aliments et I'amélioration de la qualité :
Malgré que certains microorganismes, particuliecrement des bactéries
psychrophiles de Pseudomonas sp. et certaines moisissures de Rhizopus sp. et Mucor sp.
causent des ravages au lait, aux produits de laiterie et aux fruits doux, I’utilisation de ses
lipases révele une grande importance dans I’industrie alimentaire (Joseph et al., 2007).

Les applications des enzymes dans l'industrie alimentaires sont diverses, elles se
présentent dans le développement de la texture et de la flaveur. Dans la boulangerie, il y a
une attention croissante sur les enzymes lipolytiques (Kirk et al., 2002). Les lipases nous
permettent de modifier les propriétés des lipides par le changement des localisations des
chaines des acides gras ou le changement d'un acide gras ou plus par un autre acide
(Sharma et al., 2001).

De plus, les lipases ont ét¢ utilisées pour le développement de golt dans l'affinage
de fromage, des produits de la boulangerie et de boissons. Aussi, ies lipases sont utilisées
pour aider l'enlévement de la mati¢re grasse des produits de viande et des poissons
(Sharma et al., 2001).

VL5. Industrie de pulpe et papier :

Un autre domaine d’application de grande importance est 1’utilisation des lipases
dans ’enlévement de «Pitch» de pulpe produite dans ’industrie de papier. «Pitch» est un
terme utilisé pour décrire collectivement les composants hydrophobiques de bois
(triglycérides et cire), qui causent plusieurs problémes dans la fabrication de papier
(Jaeger & Reetz, 1998; Sharma et al., 2001).

L’utilisation des lipases dans le traitement des déchets de papier peut augmenter le
taux de production de pulpe, augmenter I’intensite, augmenter ’'usage chimique, réduire
le niveau de pollution des eaux usées et économiser le temps et I’énergie (Hasan et al.,
2006).

VL.6. Cosmétique :

La lipase immobilisée de Rhizomucor miehei est utilisée comme biocatalyseur.
Selon les fabricants, les frais totaux de la production sont trés élevés mais le coit est
justifié par "amélioration de la qualité des produits finaux (Hasan et al., 2006). Une
nouvelle méthode pour isoler le -(-) menthol ester par la transestérification de (¥)-
menthol en utilisant la lipase de Burkholderia cepacia, le produit final est le
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menthylméthacrylate 16, il est polymérisé pour étre utilisé dans la fabrication des
parfums (Jaeger & Eggert, 2002).

Unichem International a lancé la production de isopropylmyristate,
isopropylpalmitate et 2-éthylhexylpalmitate pour les utiliser dans les produits de soin

personnel comme les crémes de peau, de bronzage, les huiles de bain...etc (Hasan et al.,
2006).

V1.7. L'utilisation des lipases dans la production de biodiesel :

Les sources limitées de carburants des fossiles, qui augmente le prix de pétrole et
les soucis écologiques sont les diverses raisons de I'exploration d'utilisation des huiles
végétales comme des carburants alternatives (Hasan et al., 2006).

Tout les types des huiles végétales et graisses animales peuvent étre utilisés pour
la production de biodiesel, souvent la production commerciale de biodiesel est accomplie
par la transestérification d'huile de soja (Zhao et al., 2007). Cependant, la production a
une échelle industrielle a échoué pour le moment a cause des cofits €levés des catalyseurs
appropriés. Deux stratégies sont récemment présentées pour donner des solutions a ce
probléme: l'immobilisation de la lipase de Pseudomonas fluorescens et la surexpression
cytoplasmique de la lipase de Rhizopus oryzae dans Saccharomyces cerevisiae (Jaeger &
Eggert, 2002).

VL1.8. Les applications médicales, pharmaceutiques et diagnostiques :

Les lipases sont aussi importantes dans le secteur médical, elles peuvent étre
utilisées comme des outils diagnostiques et leur présence ou leur niveau élevé peut
indiquer des infections ou des maladies (Hasan et al., 2006). Les lipases ont un grand
potentiel dans la médecine clinique pour la détection de la matiere grasse dans le sang, et
dans les sérums humains (Huang et al., 2001). Le niveau des lipases dans le sérum du
sang peut étre utilisé pour la diagnostic des blessures pancréatiques. Il a été retrouvé que
les lipases et les estérases isolées de Galleria mellonella ont une action de bactéricide sur
le Mycobacterium tuberculosis (MBT) H37RV; les lipases peuvent aussi étre utilisées
pour faciliter la digestion des aliments. Les lipase sont des activateurs des facteurs de
Nécrose des tumeurs et donc elles peuvent étre utilisées dans le traitement des tumeurs
malignes (Hasan et al., 2006).

Les lipases sont importantes dans les applications pharmaceutiques surtout les
réactions de transestérification et d'hydrolyse. Les lipases jouent un réle important dans la
modification des monoglycérides pour les utiliser dans l'industrie pharmaceutique. Les
bactéries psychrophiles qui produisent les lipases froides peuvent étre de bonnes sources
des acides gras polyinsaturés pour les applications pharmaceutiques (Joseph et al., 2007;
Houde et al., 2004).

V1.9. Traitement des eaux usées et des déchets :

Les lipases sont utilisées dans quelques processus aérobiques de traitement, ol les
couches minces de la mati¢re grasse doivent éire enlevées de la surface sans interruption
pour permettre le transport d'oxygeéne. Ces liquides riches en matiéres grasses sont
digérés par les lipases (Hasan et al., 2006).
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Les lipases actives en froid ont un grand potentiel dans le traitement des eaux
usé€es. Une souche psychrophile du genre Acinetobacter a été identifiée, elle produit une
lipase extracellulaire capable d'hydrolyser les triglycérides, comme l'huile de soja,
pendant la croissance bactérienne méme 4 une température de 4°C. En plus, d'autres
efforts sont nécessaires pour l'identification et le clonage de nouveaux génes des lipases
pour les applications €cologiques (Joseph et al., 2007).

Le traitement et I'élimination des eaux usées des moulins d'olive sont devenus des
grands problémes écologiques pour les pays méditerranéens qui ont environ 95% de la
production d'olive dans le monde. Certaines Yarrowia lipolytica sont de bons candidats
pour la production des enzymes telles que les lipases et pour la réduction de la pollution
de ces eaux usées (Lanciotti et al., 2005).

V1.10. Applications dans I'industrie des textiles :

Dans le secteur de textiles, le blanchissement et le traitement des fibres naturelles
demandent une grande quantité d'énergie, d'eau et de produits chimiques. L'utilisation des
enzymes peut contribuer a réduire le cofit de ces industries de méme que leur impact sur
I'environnement [4].

Les lipases sont utilisées dans l'industrie des textiles pour aider a 'enlévement des
lubrifiants de grande taille, & fin de fournir un tissu avec une grande absorption, leur
utilisation réduite aussi la fréquence des fissures pendant I'écorchure de jean (Hasan et
al., 2006). Des préparations commerciales utilisées dans la fabrication de jean et autres
tissus de coton contiennent a la fois I'a-amylase et les lipases (Joseph et al., 2007). Des
fibres synthétiques ont été modifiées enzymatiquement pour ['utilisation dans la
production des fils, tissu, textiles, tapis et autres produits, il est reli¢ de la modification
des caractéristiques des fibres des polyesters qui sont susceptibles de traitement et de
modification (Hasan et al., 2006).

VL11. Industrie de cuir :
L'utilisation des enzymes isolées dans la fabrication de cuir joue un réle majeur
dans I'industrie [5].

L'enlévement de la matiére grasse résiduelle et de débris protéiniques qui sont
associés au cuir et aux cheveux par les processus chimiques n'est pas efficace. 11 est
devenu plus pratique d'utiliser une mixture de lipases et protéases pour ce but. Les lipases
peuvent enlever la matiére grasse et la graisse de la peau et de cuir, particuli¢rement ceux
qui ont un contenu modéré de graisse. Les lipases alcalines et acides peuvent é&tre
utilisées dans l'industrie de cuir.

Les lipases hydrolysent le triglycéride (la forme principale de la mati¢re grasse
dans la peau des animaux) en glycérol et acide gras. L'avantage principal d'utiliser des
lipases c'est donner une couleur uniforme et une teinture apparente. Les lipases aussi
améliorent la production des cuirs hydrophobiques (imperméables) et fabriquent les cuirs
de garniture des voitures (Hasan et al., 2006).
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Tableau5 : Exemples de quelques lipases commerciales

Lipase Source Rale et application Société Références
commerciale
Bactéries:

Lumafast Pseudomonas mendocina Industrie des détergents | Genencor international Jaeger & Reetz, 1998

Lipomax Pseudomonas alcaligenes Industrie des détergents | Genencor international Alloue et al., 2008

Novolime - Industrie de cuir Novozymes Houde et al., 2004

(avec protease)
Lipase QL Alcaligenes sp. Synthése organique Meito Sankyo Co., Japon | Jaeger & Reetz, 1998
Champignons:

Lipolase Thermomyces lanuginosus | Détergents (hydrolyse Novo Nordisk Jaeger & Reetz, 1998;
des lipides) Hasan et al., 2006

Piecnate Mucor miehei Fabrication de fromage | Girsk-Brocades Hasan et al., 2006

Lipase MY Candida cylindracea Industrie pharmaceutique | Meito Sangyo Houde et al., 2004

(rugosa)

Palatase A Aspergillus oryzae Agroalimentaire et Novo Nordisk Alloue et al., 2008
industrie des détergents

Novozyme 435 | Candida antarctica B Production d'isopropyl Novozymes Houde et al., 2004
(cosmétique)

Resinase Candida rugosa Industrie de papier Novozymes Houde et al., 2004

- Yarrowia lipolytica Hydrolyse des graisses Artechno S.A. Alloue et al.; 2008

 (écologique)
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Application industrielle des lipases microbiennes

Différents composés tels que des protéines, des sucres ou des polyols sont rajoutés a
la solution enzymatique concentrée pour stabiliser ’enzyme et pour faciliter I’étape suivante
de déshydratation. Ceci permet d’aboutir 4 différents types de produits, selon 1’objectif visé:
une poudre, un liquide concentré, une enzyme enrobée ou sous forme de microgranulés. Des
polyols (glycérol, sorbitol ou mannitol), des disaccharides (lactose) ou des sels (NaCl,
MgSQO,) sont principalement utilisés afin de stabiliser les enzymes commercialisées sous la
forme d’une solution liquide concentrée. Les préparations sous forme de poudre sont
obtenues soit par atomisation, soit par lyophilisation. Ces opérations requiérent au préalable
I’ajout a la préparation d’enzyme des agents protecteurs tels que ’amidon, maltodextrines,
gomme arabique, sels (atomisation) ou sucres, pTo}}lyéthyléne glycol, propyléne glycol,
polyols, acides amines (lyophilisation). Lipolase™™ (Novo Nordisk), Lumafast™ et
Lipomax™ (Genencor International) sont des exemples de préparations commerciales
lipasiques en poudre utilisées dans les détergents. La lipase de Y. lipolytica est une enzyme
en cours de développement au Centre Wallon de Biologie Industrielle. La formulation et la
stabilisation de cette lipase sous forme de liquide concentré ont été réalisées en utilisant soit
des polyols soit des techniques de radiations aux rayons gamma (Alloue et al., 2008).
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Conclusion.

VII. Conclusion :

Les lipases sont les biocatalyseurs de choix pour le présent et le future, a cause de
leurs propriétés comme "activité a une large gamme de température et de pH, spécificité
au substrat et une vaste gamme de subsirat. Grice 4 des progressions dans la
biotechnologie moderne, les lipases peuvent étre développés aujourd’hui dans des
processus ou personne n’attendit qu’une enzyme puisse étre appliquée, juste il y a une
décennie.

Les lipases, par leur capacité & hydrolyser et 4 esterifier, trouvent des applications
dans différents secteurs industriels. Toutefois, 'utilisation de ces enzymes continue &
présenter de nombreuses potentialités & exploiter, mais leur utilisation industrielle reste
encore limitée a cause du grand colit de la production. L’ADN recombinant a été déja
appliqué avec succés pour produire certaines lipases commerciales et représente une
bonne technique pour limiter les colits de la production et dépasser la limitation
d’application des lipases microbiennes.
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Glossaire :

Atomisation: est la fragmentation d’un liquide en gouttelettes.

Biodiesel: un biocarburant obtenu a partir d huile végétale ou animale, transformé par un
procédé chimique appelé transestérification faisant réagir cette huile avec un alcool.
Diastase: du grec «séparer», protéine agissant comme catalyseur de nombreuses
réactions biochimiques, isolée d’un extrait de malt.

Clonage: dans la technologie de I’ADN recombinant, consiste a insérer et perpétuer un
fragment d’ ADN dans un vecteur.

Gel filtration: ou chromatographie d’exclusion moléculaire permet de séparer des
molécules en fonction de leur poids moléculaire.

Lyophilisation : est la dessiccation d’un produit préalablement surgelé, par sublimation.
PCR: est une technique d’amplification génique c'est-a-dire qu’elle permet de réparer un
fragment d’ ADN ou un géne precis.

Solvant organique: est un liquide organique qui a la propriéte de dissoudre et de diluer
d’autres substances sans les modifier chimiquement et sans fui-méme se modifier.
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Résumé :
Les lipases sont un groupe important d’enzyme pertinentes pour la biotechnologic et |
i elles trouvent des applications immenses dans Dindustrie alimentaire, détergents, i

pharmaceutiques,.... Les lipases sont retrouvées largement dans les animaux et les plantes
aussi bien que chez les microorganismes et elles sont généralement produites en présence
de carbone lipidique comme les huiles ou les acides gras et en présence d’une source
d’azote. Le pilus souvent, Venzyme est purifiée par la chromatographie d’interaction
hydrophobique, en plus de quelques méthodes moderne. La plupart des lipases peuvent
agir 4 une large gamme de pH et température, bien que les lipases bactériennes alcalines
sont les plus communes. La limitation de [’utilisation industrielle de ces enzymes est
principalement a cause de leurs cofits élevés, qui peuvent étre dépassé par les technologies
I| moléculaires, permetiant la production de ces enzymes & grande quantité et & une forme
presque purifiée.

Les mots clés: Lipases, biotechnologie, microorganismes, chromatographie,
technologie moléculaire.
Summary:

Lipases are an important group of biotechnologically relevant enzymes and they find
immense applications in food, detergent, pharmaceutical industries.... Lipases are widely
found throughout the animal and plant kingdoms, as well as in microorganisms and they are
generally produced on lipidic carbon sources, such as oils or fatty acids, in the presence of a
nitrogen source. The enzyme is most commonly purified by hydrophobic interaction
chromatography in addition to some modermn methods, Most lipases can act in a wide range
of pH and temperature, though alkaline bacterial lipases are more common. Limitations of
the industrial use of these enzymes have mainly been owing to their high production costs,
which may be overcome by molecular technologies, enabling the production of these
enzymes at high levels and in a virtually purified form.

Key words: lipases, biotechnologically, microorganisms, chromatography, molecular
technologies.
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