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Introduction generale

Une diversité microbienne inattendue existe dans des environnements ou on ne soupgonnait
pas jusqu’a leurs I’existence de la vie, et qui sont restés de ce fait longtemps négligés. 1l s’agit
des environnements extrémes, ou régnent des conditions inhospitalicres a la plupart des formes
de vie (Singh et al., 2019; Wang et al., 2022). Les coproduits oléicoles (margines, grignons et
saumures d’olives) en sont de bons exemples, et représentent un champ d’investigation
passionnant. Ces environnements sont connus par leur richesse en cellulose, hémicellulose,
lignines, polyphénols, pectines, lipides et protéines (Dermeche et al., 2013), qui pourraient étre

des substrats de croissance pour les microorganismes (Karam et al., 2017).

L’intérét porté a ces microorganismes a abouti a la découverte d’une diversité inouie de
producteurs d’enzymes, pouvant présenter des caractéristiques innovantes complétement
inattendues. En effet, les enzymes ordinaires ou classiques présentent, des performances
relativement peu satisfaisantes au regard des contraintes liées aux procédés industriels, en effet,
elles ne sont actives que dans des gammes de températures ou de pH trés réduites. Elles sont
par exemple inactivées en présence de solvants, ou de concentrations salines ¢élevées (Jorquera

et al,2019; Gullon et al., 2020).

Les conditions défavorables dans les margines et les grignons permettent surtout le
développement de moisissures et levures plus que de bactéries. En effet, ces moisissures et
levures sont plus adaptées a I’acidité et a la salinité des margines et grignons, et ont une capacité

a résister a la toxicité des substances phénoliques (Zaier et al., 2017).

En revanche, les saumures d’olives contiennent plus de bactéries lactiques (Lactic acid
bacteria ou LAB) (Bonatsou et al., 2017). Ces derniéres sont des probiotiques. Selon
I’Organisation des Nations Unies pour I’alimentation et 1’agriculture (FAO) et I’Organisation
mondiale de la santé (OMS) (FAO/WHO, 2006), les probiotiques sont des micro-organismes
vivants ayant des effets bénéfiques sur la santé du consommateur lorsqu’ils sont administrés en
quantités adéquates, les LAB sont ainsi utilisées comme probiotiques (Abouloifa et al., 2022).
Elles sont non pathogeénes et comptées, pour la majorité, parmi les microorganismes a statut
QPS (présomption d’innocuité reconnue ou Qualified Presumption of Safety) ou GRAS
(généralement reconnu comme sans danger ou Generally Recognized As Safe) par 1’Agence
fédérale américaine des produits alimentaires et médicamenteux ou la FDA (Food and Drug

Administration).
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D’autre part, la recherche d’enzymes issues de microorganismes extrémophiles peut apporter
une solution a ces divers problémes. Les caractéristiques physico-chimiques de ces « extrémo-
enzymes » ou « extrémozymes » en font des outils particulierement intéressants pour de
nombreuses applications (Arora et al., 2019; Chettri et al., 2021). Ces extrémozymes peuvent
remplacer les enzymes ordinaires ou classiques qui présentent des performances relativement
médiocres au regard des contraintes liées aux procédés industriels. De nombreuses applications
basées sur les extrémozymes ont vu le jour et ont été menées avec succes mais d’autres
exploitations potentielles restent a découvrir. La biotechnologie industrielle permet d’accéder a
cette diversité et la convertir en outils innovants, pour la recherche scientifique et la production
industrielle en utilisant plusieurs approches telles que les plans d’expériences, la purification,
la caractérisation biochimique, I’expression et la modélisation moléculaire afin de découvrir,

optimiser, voire créer des enzymes adaptées a I’usage industriel.

Les lipases sont des enzymes tres polyvalentes. Le marché des lipases microbiennes a été
estimé a 4,425 milliards USD en 2018 et devraient atteindre 5,59 milliards USD d’ici la fin
2023, avec un taux de croissance annuel de 6,8% (Remonatto et al., 2022). Ces enzymes ont
une grande importance économique compte tenu de leurs multiples applications industrielles.
Ce type d’enzymes est souvent optimisé, purifié et caractérisé pour étre utilisé essentiellement
dans I’industrie alimentaire comme biocatalyseurs polyvalents, dotés d’un potentiel industriel
intéressant comme la synthése d’ardmes, de beurre allégé, d’antioxydants, de biocarburants et
de bioplastiques. Elles contribuent aussi au traitement des eaux usées riches en lipides et sont
incorporées dans les formulations détergentes pour accélérer I’élimination des résidus gras
(Bharathi and Rajalakshmi, 2019). L’emploi des lipases dans les détergents est I’application la
plus répandue (Gurkok er al., 2021). Au début, il s’agissait exclusivement de protéases qui
¢liminaient les taches protéiques (sang, ceufs...). Depuis 1988, des lipases apportent une aide
précieuse, supplémentaire elles sont capables de fragmenter les taches grasses, dans des
conditions douces, en petites particules qui seront facilement évacuées. En outre, elles aident a
¢conomiser de I’eau et de I’énergie et a réduire la quantité nécessaire en produits auxiliaires de
lavage (Hasan ef al., 2010; Gupta et al., 2019). Cependant, les lipases détergentes commerciales
telles que la Lipolase® de Thermomyces lanuginosus (anciennement Humicola lanuginosa) ou
TLL) souffrent encore de certaines limitations, telles qu’une résistance restreinte envers les
agents oxydants et les agents de blanchiments, et une compatibilité limitée avec quelques
détergents commerciaux solides et liquides (Cherif et al., 2011; Ben Bacha et al., 2018). De ce

fait, le criblage de nouveaux microorganismes lipolytiques pourrait faciliter la découverte de
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nouvelles lipases détergentes plus performantes. Nous avons donc supposé¢ que les
microorganismes indigénes des déchets oléicoles riches en lipides seraient équipés d’un
systéme enzymatique appropri€, susceptible d’étre composé principalement d’hydrolases ayant
des propriétés singulieres leur permettant non seulement de survivre dans ces conditions, mais
aussi de se développer souvent de maniére optimale.

Nous nous sommes intéressés dans ce travail spécifiquement aux microorganismes
producteurs de lipases isolés a partir des coproduits oléicoles, a savoir les grignons et margines
issus d’une unité de trituration de I’huile d’olive et de la saumure d’olives provenant d’une
conserverie d’olives de table de la région orientale du Maroc. A partir de ces organismes, nous
avions pour but de réaliser le criblage de leurs activités lipolytiques et tester par la suite la
performance des lipases purifiées dans les domaines de la détergence et de la synthése
organique. Dans ce sens, un champignon, Penicillium crustosum Thom P22 producteur de
lipases extracellulaires a été sélectionné a la suite d’un criblage en milieu liquide. Puis, une
caractérisation biochimique de la lipase purifiée a été investiguée, afin de prédire son efficacité
potentielle dans la détergence et la synthése organique. Cependant, I'utilisation de cette lipase
sous forme libre n’ayant pas abouti a des résultats satisfaisants, nous avons eu alors recours a
son immobilisation pour améliorer ses caractéristiques fonctionnelles. De plus, 1’application de
composés naturels des trois souches de LAB : Levilactobacillus brevis S27, Lactiplantibacillus
pentosus S42, et Lactiplantibacillus plantarum S62 isolées de la saumure d’olive vertes
fermentées (LAB et/ou leurs composés antimicrobiens) en tant qu’agents bio-conservateurs a
été réalisée pour limiter ’utilisation des composés chimiques, et le développement d’un nouvel

aliment fonctionnel.
Ainsi, les objectifs que nous nous sommes fixés dans ce travail sont :

* L’isolement, le criblage et I’identification de souches microbiennes surproductrices de
lipases d’intérét industriel et biotechnologique.

e L’identification et ’optimisation de la production de 1’activité lipase par la souche
Penicillium crustosum Thom P22

* La purification et la caractérisation biochimique de la lipase de la souche Penicillium
crustosum Thom P22

* L’immobilisation de la lipase native de la souche Penicillium crustosum Thom P22

* Le clonage et I’expression hétérologue des genes lipPCr de Penicillium crustosum P22,
les génes lipl de Lactiplantibacillus plantarum S62 et lip2 de Lactiplantibacillus
pentosus S42 dans E. coli.

e L’application des souches LAB et de leurs composés antimicrobiens comme agents bio-
conservateurs dans les produits alimentaires
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I. Généralités sur la filiére oléicole

L’olivier est une plante agricole de nombreux pays a climat méditerranéen, il occupe une
superficie mondiale d’environ 11 193 000 hectares. Au Maroc, 1’olivier est la principale espéce
fruitiére cultivée. Il s’adapte trés bien aux conditions climatiques marocaines. Il occupe une
superficie d’environ 1 073 000 hectares (Filiére oléicole | Ministére de 1’agriculture, Maroc),
répartis entre les terres non irriguées entierement dépendantes des précipitations et les terres
irriguées, avec une production totale d’olives de 3 099 500 tonnes et une production d’huile

d’olive de 2 729 500 tonnes/an (I00C, 2022/2023).

La production d’huile d’olive revét une importance vitale pour I’économie et la vie sociale
dans la plupart des pays méditerranéens tels que 1’Espagne, 1’Italie, la Grece, la Turquie, la
Tunisie et le Maroc. Le Conseil oléicole international estime que le rendement total de ’huile
d’olive pour la saison 2019/2020 a atteint 3,67 millions de tonnes, dont 96% proviennent des
pays méditerranéens, notamment du coté européen (Italie, Gréce, Espagne...) (El Gnaoui ef al.,
2020). Sur le marché international de I’huile d’olive, le Maroc représentait 2,6% du total des

exportations.

Actuellement, le Maroc est le 6™ producteur mondial d’huile d’olive derriére I’Espagne,
I’Italie et la Grece, la Tunisie et la Turquie (EI Qarnifa ef al., 2019). Le gouvernement marocain
a fourni des efforts importants pour améliorer le secteur oléicole en introduisant de nouvelles
variétés plus productives et mieux adaptées au climat des différentes régions marocaines. Aussi,
depuis 1’adoption de la stratégie du "Plan Maroc Vert", de nouvelles plantations d’oliviers, ainsi
que I’intensification et la réhabilitation des vergers nationaux d’oliviers ont eu lieu, entrainant
ainsi une augmentation progressive de la superficie couverte par les oliviers. Cependant, cette
activité est souvent associée a la production de quantités importantes de coproduits liquides
(margine) ou solides (grignons), ce qui représente un grave probléme environnemental, avec
une charge organique élevée et une composition chimique qui les rend résistants a la
dégradation (Calvano et al., 2022). Au Maroc, la production annuelle des margines dépasse 250
000 m?. De plus, I’extraction de I’huile d’olive peut générer jusqu’a 30 a 40% de déchets
solides, en fonction de son humidité et de la teneur en fractions d’olives dans le fruit, ainsi que

du processus d’extraction (Bouknana et al., 2021).
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Il existe essentiellement trois types de procédés d’extraction d’huile d’olive : (i) les procédés

traditionnels discontinus (pressoirs), (ii) les procédés continus biphasés et (iii) les procédés

continus triphasés (Matos et al., 2010) qui sont décrits dans la figure 1.

il

il

Le systéme traditionnel est utilisé depuis des siécles et les opérations sont exécutées de
facon discontinue. La pate est située entre les tapis de pressage et la pression est
appliquée pour obtenir d’une part une fraction solide (grignon), et d’autre part, le
mélange d’huile et d’eau, qui est déversé dans un réservoir, et avec suffisamment de
temps, I’huile et ’eau se séparent (Figure 1).

Le systéme continu a trois phases, ou la premiere étape se déroule dans un décanteur
trois phases (solides insolubles, phase huileuse et phase aqueuse) qui sont séparés en
fonction de leurs densités. La phase insoluble (grignon) est libérée et la phase huileuse,
qui reste avec 2 a 5% de gouttelettes d’eau et de solides, nécessite une centrifugation
finale. Dans ce processus, certaines quantités d’eau sont ajoutées (pour séparer et
nettoyer 1’huile) pour obtenir une huile clarifiée d’une part, et des impuretés solides et
de I’eau résiduelle, d’autre part (Figure 1) (Baccioni et al., 2014). En raison du probléme
des eaux usées générées, ce systéme a trois phases est remplacé par le systéme a deux
phases parce qu’il est plus respectueux de I’environnement (Nunes et al., 2016), bien
qu’il existe une nouvelle génération de décanteurs a trois phases (appelés décanteurs a
faible consommation d’eau) ou seulement 15 a 30% d’eau sont nécessaires (Baccioni et
al.,2014).

Le systéme de deux phases dans lequel une phase semi-liquide (eau de végétation et
solides insolubles) et une phase huileuse sont obtenues (Figure 1). La phase semi-liquide
est un polluant important en raison de la grande quantité de substances organiques telles

que les polyphénols ou les protéines (Gullon et al., 2020).
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Figure 1 : Procédés d’extraction de I’huile d’olive (d’aprées (Gullon et al., 2020) avec modifications).
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II. Coproduits de I’industrie oléicole

1. Margines
1.1. Définition

Les margines sont considérées comme les déchets les plus critiques produits par
I’oléiculture, tant en quantité qu’en qualité. Ces eaux usées liquides sont composées d’eau de
végétation des olives, d’eau de lavage et de traitement, d’une partie de la pulpe d’olive et de
petites quantités d’huile. La couleur brunatre foncée de la margine a ¢été attribuée a la
polymérisation des tanins et des composés phénoliques polymériques de structure semblable a

la lignine (Foti et al., 2021).
1.2.Production

La gestion des margines est un enjeu trés important dans les pays méditerranéens. D’énormes
quantités de margines sont rejetées dans I’environnement chaque année sur une courte période
(de novembre a début janvier) et leur évacuation incontrolée crée un probléme environnemental
important : environ 30 millions de m* de margines sont rejetés chaque année. Les quantités de

margines générées au Maroc sont estimées a plus de 250 000 m? par an (El Yamani et al., 2020).
1.3.Composition physico-chimique

En général, la principale caractéristique des margines est la présence de composés
organiques comme les acides organiques, les lipides, les alcools et les polyphénols qui
transforment la margine en mati¢re phytotoxique, ce qui représente un grand danger pour
I’environnement lorsqu’il n’est pas correctement géré. Sur la base de ces propriétés résumées

dans le tableau 1, les margines sont considérées comme des environnements extrémes.

Les valeurs de la demande chimique en oxygene (DCO) varient normalement de 30 a 320
kg/m?3; la demande biochimique en oxygéne (DBO) n’est pas couramment déterminée, mais elle
varie de 35 a 130 kg/m?>. Les margines contiennent également des matiéres intéressantes telles
qu’une forte concentration de matiére organique et un certain nombre de nutriments, en
particulier le potassium qui pourrait étre recyclé comme engrais potentiel. Les margines
contiennent également des quantités variables de sucres selon le cultivar d’olivier, les
conditions climatiques pendant la croissance, et les méthodes d’extraction utilisées. Les niveaux
de sucre sont généralement de 1,6 a 4,0% (m/v), mais peuvent étre plus élevés dans de rares cas.
Les sucres constituent jusqu’a 60% de la substance se¢che et, par ordre décroissant, ils sont
composés de fructose, mannose, glucose, saccharose et de traces de pentose (Kiritsakis and

Sakellaropoulos, 2017).
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Les composés phénoliques sont présents dans les margines avec plus de 30 composés
phénoliques identifiés. Les flavonoides correspondent a environ 45 a 65% de la teneur en
phénols des margines. Les principaux sous-groupes de flavonoides des margines sont les

flavanols et les proanthocyanidines (Kiritsakis and Sakellaropoulos, 2017).

Tableau 1 : Caractéristiques physico-chimiques des margines d’olives.

Caractéristiques Valeur Références

pH 2,2-5,9 (Lee et al., 2019)

Carbone total (%) 2,0-3,3 (Solomakou et al., 2021)

Composés organiques (%) 4-18 (Solomakou ef al., 2021)

Azote total (%) 0,5-2,0 (El Yamani et al., 2020)

Cendres (%) 1,0 (Dermeche et al., 2013 ; Foti et al., 2021)
Lipides (%) 1,6-9,8 (Rocha et al., 2022)

Sucres totaux (%) 5,0-12,0 (Foti et al., 2021)

Phénols totaux (%) 0,03-18,90 (Ntougias et al., 2013)

(% m/m) de la matiere organique totale
1.4.Caractéristiques microbiologiques

Plusieurs travaux publiés révelent que certains microorganismes sont capables de se
développer dans les margines (Ntougias ef al., 2013; El Yamani et al., 2020; Magdich et al.,
2020). Ils ont rapporté que le microbiote des margines d’olives semble provenir du sol et de
I’eau de végétation, tandis que les pratiques de culture et de récolte ont fortement influencé la
communauté microbienne constituée d’espéces d’Acremonium, Alternaria, Aspergillus,
Chalara, Fusarium, Lecytophora, Paecilomyces, Penicillium, Phoma, Phycomyces,
Rhinocladiella et Scopulariopsis (Kiritsakis and Sakellaropoulos, 2017; Misbah et al., 2019).
La densité microbienne dans les margines varie de 10° a 10° unités formant des colonies
(UFC)/mL, comprenant plusieurs types de bactéries, de levures et de moisissures (Foti ef al.,
2021). Les especes de champignons les plus rencontrées dans les margines sont Penicillium
cyclopium (40 a 80%) et Geotrichum candidum (0 a 45%). Les moisissures et les levures sont
capables de se développer plus que les bactéries dans les margines, puisqu’elles sont plus
adaptées a D’acidité et a la salinité¢ des margines et elles résistent a la toxicité des substances

phénoliques (Zaier et al., 2017).
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2. Grignons d’olives
2.1.Définition

Les grignons d’olives sont les résidus solides obtenus apres la trituration de 1’huile d’olive.
Ils sont composés de la peau et des résidus de la pulpe et des fragments de noyaux. Ils peuvent
¢galement contenir des résidus d’huile et une grande quantité d’eau selon la variété d’olives, et

selon surtout le procédé d’extraction utilisé (Difonzo et al., 2021).
2.2.Production

La production de grignons d’olives au Maroc est estimée entre 600 000 a 700 000 tonnes/an,
selon le tonnage d’olives destinées a la trituration et de la technologie d’extraction de 1’huile
(Doughmi et al., 2022). En moyenne, 1000 kg d’olives produisent 200 kg d’huile avec une
quantité de grignons qui varie selon le systeme d’extraction utilisé (Cf. figure 1). En effet, 400
et 550 kg de grignons d’olive sont générés dans le systeéme traditionnel et dans le systéme
continu a trois phases, respectivement. La quantit¢ de grignons évacuée par les huileries
utilisant le systeme d’extraction continu a deux phases est beaucoup plus importante 800 kg

(Medouni-Haroune et al., 2018).
2.1. Composition physico-chimique

La composition physico-chimique des grignons d’olives varie dans de trés larges gammes
(Tableau 2). Elle dépend principalement des facteurs intrinseques du fruit (variété, stade de
maturation) et du processus d’extraction de 1’huile (Ferhat ef al., 2014). Les principaux
constituants sont la cellulose, les protéines, et les grignons renferment une teneur en humidité
assez ¢levée. Le grignon d’olive contient également des polyphénols. Une quantité importante
d’acides phénoliques est retenue dans le grignon d’olive, comme I’acide gallique, 1’acide
protocatéchique, I’acide p-hydroxybenzoique, I’acide vanillique, 1’acide caféique et I’acide

férulique (Kiritsakis and Sakellaropoulos 2017).

Tableau 2 : Composition physico-chimiques des grignons d’olives.

Paramétres (Mamkagh et al., 2022) (Ribeiro et al., 2020) (Morillo-Pérez et al.,

2009)
pH 5.4 5,6 4,9-6,8
Humidité (%) - - 49,6-71,4
Cellulose (%) 40,77 8,60-10,90 17,3-33,7
Hémicellulose (%) 33,63 10,28-12,40 15,3-38,7
Liginine (%) 19,5 42,48-45.72 19,8-47,5
Protéine (%) 2,48 3,80-8,82 6,7-7,2
Lipide (%) 2,33 2,68-21,34 3,76-18
Phénol (%) - 15 0,5-2,4

(% m/m) de la matiére organique totale
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2.2.Caractéristiques microbiologiques

Les grignons d’olives renferment une charge microbienne importante, qui a été décrite
comme étant trés similaire a celles d’autres sous-produits de 1’olive tels que les margines et
I’eau de ringcage. Elle comprend des bactéries et des champignons, notamment des espéces des
genres Agrococcus, Pseudomonas, Cellulosimicrobium, Streptococcus, Sinorhizobium,
Olivibacter, Ochrobactrum, Rhizobium, Pleomorphomonas, Azoarcus, Starkeya et d’autres
bactéries, tandis que les champignons sont principalement affiliés aux genres Penicillium,
Phellodon, Lachancea , Saccharomyces et Candida (Kiritsakis and Sakellaropoulos, 2017;
Jmeii et al., 2019). Le fait que ces microorganismes soient bien adaptés aux conditions extrémes
(acidité, salinité, polyphénols...), les rend attractifs pour la biodégradation des déchets
oléicoles. Ces microorganismes peuvent étre utilisés pour d’autres applications in vitro, grace
a leurs propriétés biotechnologiques telles que la capacité a produire des enzymes a intérét

industriel (Chandra ef al., 2020; Okpara, 2022).
3. Saumure d’olives

Les saumures utilisées pour la fermentation et la conservation des olives de table doivent
étre constituées exclusivement de solutions de sel alimentaire. Les sucres et les additifs
alimentaires peuvent €tre utilisés pour controler la qualité du produit fini. Les olives fermentées
sont considérées comme la pierre angulaire de la pyramide du régime méditerranéen, et le
Conseil Oléicole International (COI) estime la production mondiale d’olives de table a environ
3 099 500 tonnes pour la saison 2022/2023 (IOC, 2022/2023). Les olives fermentées sont
essentiellement transformées selon des procédés traditionnels et industriels (Rokni et al., 2015).
Le procédé industriel (style espagnol) est basé sur le traitement alcalin des olives, dans une
solution de NaOH a 2-2,5% (m/v), suivi d’un lavage avec de I’eau du robinet et de saumurage
a 10-12% (m/v) de NaCl, tandis que dans le procédé traditionnel, les olives (entieres ou

concassées) sont directement saumurées a environ 5% de NaCl.

Dans les deux cas, les olives sont soumises a un processus de fermentation naturelle, assuré
par le microbiote contaminant les olives, et présent dans les contenants et I’environnement. Le
processus naturel de fermentation des olives se déroule dans un environnement extréme,
caractérisé par une faible teneur en nutriments et une teneur élevée en polyphénols et NaCl. Ces
conditions permettent au microbiote survivant dans cet environnement extréme, principalement
compos¢é de LAB et de levures (Bonatsou et al., 2017), de devenir une source importante de

probiotiques.
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III. LAB associées aux olives fermentées

1. Espéces de LAB probiotiques isolés a partir des olives fermentées

En raison des bienfaits des olives fermentées et de 1’huile d’olive pour la santé du
consommateur, la diéte méditerranéenne est inscrite depuis 2013 sur la liste UNESCO du
patrimoine culturel immatériel de I’humanité dans certains pays méditerranéens (Chypre,
Croatie, Espagne, Gréce, Italie et Maroc) (UNESCO - Mediterranean diet, 2013). Ceci est lié
aux effets positifs de la dicte méditerranéenne dans la réduction du risque de maladies
chroniques majeures, a savoir les maladies cardiaques, les cancers, la maladie d’ Alzheimer et

le diabéte (Singh et al., 2014; Gotsis et al., 2015).

Selon la FAO/OMS (FAO/WHO, 2006) les probiotiques sont des micro-organismes vivants
qui conferent des bienfaits pour la santé a 1’hdte, lorsqu’ils sont administrés en quantité
adéquate, notamment en inhibant les agents pathogénes, en stimulant la réponse immunitaire
protectrice (Lavermicocca et al., 2010), et ils sont considérés comme un outil trés prometteur

pour le traitement de maladies immunitaires (Hill ez al., 2014).

Les principales especes isolées a partir d’olives fermentées, et précédemment citées pour

leurs propriétés probiotiques sont rapportées dans le tableau 3.

Tableau 3 : LAB probiotiques isolées a partir d’olives fermentées.

Espéce Source (variété d’olive) Pays Références
Lactiplantibacillus pentosus LPG1 Gordal Espagne |  (Benitez-Cabello ef al., 2020)
Lactiplantibacillus pentosus Picholine marocaine Maroc (Abouloifa et al., 2020)
Lactiplantibacillus plantarum Manzanilla Espagne (Benitez-Cabello et al., 2020)
Lactiplantibacillus plantarum Picholine marocaine Maroc (Abouloifa et al., 2022)

. . (Portilha-Cunha, Macedo and
Enterococcus casseliflavus Manzanilla Espagne Malcata, 2020)
Enterococcus faecium - Turquie (Yal¢mkaya and Kilig, 2019)
Enterococcus faecium Tonda di Cagliari Italie (Comunian et al., 2017)

. . . (Portilha-Cunha, Macedo and

Lactococcus formosensis/garviae Manzanilla Espagne Malcata, 2020)
Leuconostgc . Kalamata Gréce (Papadelli et al., 2015)
mesenteroides ssp. mesenteroides

11
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2. Propriétés antimicrobiennes des bactéries lactiques

Les LAB sont connues pour leur capacité de produire une grande variété de composés
antimicrobiens (Figure 2), dont les acides organiques (acide lactique, acide acétique, acide
formique, acide propionique, acide butyrique, acides hydroxy-phényllactique et
phényllactique), le peroxyde d’hydrogene, les acides gras, le diacétyle, des composés protéiques
(peptides cycliques et bactériocines), la reutérine et les biosurfactants (Mun et al., 2019;

Abouloifa et al., 2022).

* Destruction des * Acidification du
structures moléculaires cytoplasme et
de base des cellules augmentation de la
perméabilité
. Acides membranaire
Composés organiques
protéiques, Acide
Peptides phényllactique

Mécanismes d'action des composés
antimicrobiens des LAB

Acides gras 1,0,

Reutérine
* Déstabilisation

de la membrane * Stress oxydatif
cellulaire

Figure 2 : Mécanismes d’action des composés antimicrobiennes dérivés des LAB (D’apres (Abouloifa ez al., 2022)
avec modifications).

Plusieurs méthodes sont utilisées pour mettre en évidence cette activité contre les micro-
organismes. La détermination de I’activité antimicrobienne par la cellule LAB viable est
effectuée par des méthodes de superposition et de confrontation (Magnusson and Schniirer,
2001; Eddine et al., 2021). La méthode de superposition, se base sur I’apparition de zones
d’inhibition (zone claire) autour des stries de LAB. Cette zone met en évidence 1’efficacité de
I’inhibition. La méthode de confrontation permet d’évaluer 1’inhibition de la sporulation des
champignons. De plus, les méthodes de diffusion de puits et de disque sont d’autres approches
pour déterminer 1’activité antimicrobienne du surnageant acellulaire (cell-free supernatant ou
CFS) de LAB. L’efficacit¢ de I’activité antimicrobienne est enregistrée en mesurant les
diamétres d’inhibition (zones claires) autour des puits ou du disque (Magnusson and Schniirer,

2001; Arrioja-Breton et al., 2020).

Les autres méthodes consistent a évaluer la croissance des microorganismes en utilisant le
surnageant acellulaire (CFS) de LAB. La méthode de microdilution consiste a évaluer le
pourcentage d’inhibition de la croissance des microorganismes apres incubation dans des
conditions optimales en mesurant la densité optique (DO) (Lavermicocca et al., 2003; Simoes

et al., 2023). L’inhibition de la croissance du mycélium a été déterminée en milieu solide, en

12
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mesurant le mycélium des champignons en présence et en absence de CFS. Par ailleurs,
I’inhibition de la croissance de la biomasse des champignons par le CFS a été évaluée en milieu
liquide, en mesurant la biomasse des champignons traités par rapport au témoin qui ne contient

que les champignons (Muhialdin and hassan, 2011; Abouloifa et al., 2022).

13
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IV. Généralités sur les lipides

1. Introduction

Les lipides constituent I'une des quatre grandes classes de composés biologiques (avec les
glucides, les protéines et les acides nucléiques) présents dans tous les organismes vivants. Ils
se distinguent des autres composants de la matiére vivante par leur insolubilité dans 1’eau, ils
n’ont pas d’homogénéité de structure mais ils sont souvent constitués par un squelette carboné
aliphatique, cyclique ou polycyclique, constituant la partie hydrophobe, sur laquelle peuvent
étre fixés des groupements polaires, constituant la partie hydrophile. Cette catégorie de
biomolécules était réduite a un mélange de graisses solides et d’huiles fluides (concept de H.
Braconnot, 1815) (Chevreul, 1815), c’est M.E. Chevreul qui proposa en 1823 la structure
générale des triglycérides (TG) et une classification en deux divisions et six genres, basée sur
une propriété physique (distillation) et une propriété chimique (saponification) (Chevreul,
1889). A la lumiére de ces découvertes, les connaissances sur les structures et les fonctions des
lipides va évoluer. Quelques années plus tard, en 1847, vint la découverte des lipides
phosphorés par Gobley dans le cerveau et I’ceuf de poule. Puis les chimistes américains ont

rapidement intégré la découverte de nombreux phospholipides et glycolipides.

Les lipides regroupent les graisses, les huiles, les cires et certaines substances qui leur sont
apparentées (stérols, stéroides, terpenes, etc...). Parce qu’ils ne sont pas chargés
¢lectriquement, les glycérides (acylglycérols) ainsi que le cholestérol et ses esters sont appelés

lipides neutres. Chez les étres vivants, les lipides assurent quatre fonctions principales :

»  Les glycérides et les cires constituent des réserves énergétiques.
»  Les phospholipides constituent les éléments structuraux universels des biomembranes.
»  Certains lipides agissent comme seconds messagers intra et inter cellulaires tels que les
facteurs d’activation des plaquettes (PAF), les hormones etc...
»  Certains lipides sont doués d’une activité biologique essentielle comme certaines
vitamines liposolubles (A, D, E, K).
2. Classification
Selon Bloor, (1920), les lipides peuvent étre classés en trois classes : Lipoides simples,
Lipoides complexes et Lipoides dérivés. Cette classification sera reprise et légérement
complétée par de nombreux auteurs modernes (Hilditch, 1949; Christie, 1973; Kates, 1986).

Dans la suite logique de cette définition mais compte tenu de leur propriété amphiphile, les

lipides ont aussi trés souvent été classés en lipides « non polaires » incluant le caroténe, le
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limoneéne, le géraniol ou encore le squaléne et en lipide « polaire » subdivisé en trois classes
(Small, 1968) (Figure 3). Les lipides polaires de la classe I sont insolubles dans 1’eau et peuvent
former des films monomoléculaires stables a I’interface air/eau, ce sont les TG, diglycérides et
cholestérol. Les lipides polaires de la classe II peuvent former des monocouches lipidiques
stable, mais ils ont la propriété de s’hydrater (gonflement) pour des liposomes. On trouve dans
cette catégorie les phospholipides, les monoglycérides et les acides gras ionisés. Les lipides
polaires de la classe III sont partiellement solubles dans I’eau et la surface de 1’eau, ils forment
des films monomoléculaires instables. En fonction de leur concentration, ils peuvent s’organiser
soit en monomere soit en micelle, c’est le cas des lysophospholipides et les sels biliaires

(Figure 3).

Totalement insolubles dans I'eau

Ne forment pas de films monomoléculaires

Lipides
P -
non
polaires Q
Hydrocarbures paraffiniques et aromatiques,
caroténe, cholestane, efc...
Classe | Classe |l Classe Il
Forment des films Forment des films Forment des films
monomoléculaires  stables: monomoléculaires  stables: monomoléculaires
« Triglycérides + Phospholipides instables:
« Diglycérides * Monoglycérides « Sels biliaires
+ Cholestérol « Acides gras ionisés « Lysophospholipides
Lipides
polaires Ne présentent pas le Présentent le phénomene de | Présent sous forme de
phénomeéne de gonflement gonflement micelles et de monoméres

deigess %%%%%% i;i%iéi

Figure 3 : Représentation schématique du comportement des lipides en présence d’eau et I’interface air/eau.
Classification selon (Small, 1968).

Plus récemment et afin de constituer une base de données globale des lipides, une nouvelle
classification des lipides basée sur leur nature chimique a été proposée (Fahy et al., 2005;
Liebisch et al., 2020). Les auteurs ont choisi de classer les lipides en huit familles qui sont :
acides gras, glycérolipides, glycérophospholipides, sphingolipides, stérols, prénols,
saccharolipides et polycétides. Tous les lipides et leurs métabolites sont disponibles sur la

banque de données LIPID MAPS (http://www.lipidmaps.org). Un exemple de structure de

chaque catégorie est présenté en figure 4.
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Figure 4 : Structures représentatives des 8 différentes catégories de lipides suivant LIPID MAPS
(http://www .lipidmaps.org) (adapté de (Fahy et al., 2005)).

3. Auto-organisation des lipides en phase aqueuse

Le caractere amphiphile des lipides leur confére la possibilité de s’auto-organiser en milieu
aqueux. Ils forment spontanément des films monomoléculaires, des émulsions, des liposomes

ou des micelles.
3.1.Films monomoléculaires

Au contact avec I’eau et apres évaporation du solvant contenant les lipides, ces derniers sont
amphiphiles et vont obtenir une orientation spécifique a I’interface air/eau. La région polaire
hydrophile (contenant les groupements carboxyles ou hydroxyles ayant une forte affinité pour
I’eau) pointent vers I’eau et la région hydrophobe apolaire qui n’établit pas de relation avec
I’eau pointent vers 1’air (Figure 5). Durant la compression isothermique d’un tel film,
différentes phases lipidiques peuvent étre observées (Figure 5) (Nepal and Stine, 2018). On
distingue ainsi les films gazeux dans lesquels les molécules sont largement séparées et la
pression de surface est trés faible, les liquides expansés (LE) dans lesquels les molécules sont
plus proches les unes des autres et ordonnées comme un liquide bidimensionnel, et les liquides
condensés (LC) dans lesquels les molécules sont bien ordonnées comme dans un cristal liquide
bidimensionnel. A des pressions de surface trés élevées, des phases bidimensionnelles de type
solide peuvent étre observées pour certains composés. La compression de la monocouche au-
dela de sa limite de stabilité entraine un effondrement en structures tridimensionnelles (Figure

5). Les monocouches de phospholipides, également appelées monocouches de Langmuir, sont
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¢galement utiles pour certaines études, en raison de leur homogénéité, de leur stabilité et de leur
géométrie plane. Les interactions des protéines avec les phospholipides a I’interface air-eau des
monocouches lipidiques fournissent un modele unique, par exemple, pour étudier la séparation
des phases membranaires et les mécanismes par lesquels les protéines s’insérent dans les
membranes. La déformation membranaire par les protéines a également été étudié¢e a I’aide
d’une monocouche lipidique combinée a la microscopie électronique. La densité lipidique
bidimensionnelle peut étre controlée en comprimant la monocouche, ce qui offre des avantages

pour des tests biochimiques spécifiques (Zhao et al., 2012).

<« Air

<—Eau

Phase Liquide Liquide Solide
gazeuse expansé condensé condensé

Figure 5 : Formation du film monomoléculaires a D’interface air-eau (d’aprés (Cadenhead, 1969) avec
modifications).

3.2.Emulsions

L’émulsification en milieu aqueux d’un lipide de la classe I (Cf. Figure 3) est un processus
physicochimique qui provoque une augmentation considérable de la surface de contact
lipide/eau. Ainsi, la surface d’une goutte d’huile initiale de 1 cm de diametre est augmentée
d’un facteur 10* au cours de I’émulsification en particules de 1 um de diamétre. La vitesse
d’hydrolyse des TG par les lipases dépend entre autres de leur degré d’émulsification. In vivo,

cette émulsion est stabilisée grace principalement a la présence de phospholipides.
3.3.Liposomes

Lorsqu’ils sont mélangés a de I’eau, les lipides de la classe II (Cf. Figure 3) qui présentent
un phénomene de gonflement en phase aqueuse, peuvent former de petites spheres
microscopiques appelées liposomes (Figure 6). Ces derniers sont des bicouches sphériques de
lipides en milieu aqueux, qui ressemblent étroitement a la structure d’'une membrane cellulaire
naturelle, ce qui en fait I’une des principales approches pour étudier les interactions protéines-
lipides. En général, les liposomes sont regroupés en plusieurs types en fonction de leur taille et
de leur morphologie, comme que la vésicule multilamellaire (MLV), la vésicule unilamellaire
géante (GUV), la grande vésicule unilamellaire (LUV) et la petite vésicule unilamellaire (SUV)

(Herianto et al., 2022).
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Figure 6 : Représentation schématique des différents types de liposomes en fonction de la taille et de la lamellarité
(d’apres (Lorin et al., 2004) avec modification).

3.4.Micelles

Au-dessus de la concentration micellaire critique (CMC), les lipides polaires de la classe II1
(Cf. figure 3) s’auto-assemblent en micelles sphériques. Les micelles sont des monocouches de
polymeéres auto-assemblés d’une taille moyenne de 5-10 nm, tandis que les liposomes sont des
bicouches de polyméres auto-assemblés. Les micelles sont des sphéres creuses délimitées par
une couche de lipides dont les groupements polaires restent en contact avec 1’eau et dont les
queues pointent vers le centre comme décrit dans la Figure 7A. Ce noyau hydrophobe peut
accueillir des médicaments hydrophobes via des interactions hydrophobes. L’enveloppe
micellaire, qui posséde des unités hydrophiles, va interagir avec les molécules d’eau entourant
la micelle. Cela aide a la stabilisation des micelles préparées dans une solution aqueuse
(Perumal et al., 2022). 11 existe d’autres types de micelles, notamment la micelle mixte formée
de molécules hétérogenes. Ces dernicres se retrouvent in vivo lors de la digestion, ou un sel
biliaire est complexé avec les produits d’hydrolyse des TG (acide gras libre, monoglycéride) ou
des phospholipides (lysophospholipides) (Figure 7B). Des micelles inverses se forment lorsque

les lipides polaires sont mis en suspension avec un exces de solvant organique (Figure 7C).

EAU Solvant
Organique
A) Micelle B) Micelle C) Micelle
mixte inverse

Figure 7 : Représentation schématique des différents types de micelles (d’apres (El Alaoui, 2015)).
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V. Généralités sur les lipases

1. Définition

Les lipases (triacylglycérol acylhydrolases, EC 3.1.1.3) sont des carboxylester hydrolases
lipolytiques qui catalysent 1’hydrolyse des TG a longue chaines (Figure 8). Cette réaction
d’hydrolyse se déroule a I’interface lipide-eau (Ben Alj, et al., 2012). Ces enzymes sont aussi
des catalyseurs utilisés dans de nombreux procédés biotechnologiques basés sur la synthése
d’esters en milieu organique peu hydraté a travers les réactions de transestérification (alcoolyse)
et d’interestérification (acidolyse). Les lipases ont des origines variées : microorganismes
(bactéries, champignons), végétaux (graines oléagineuses) et monde animal (tissu adipeux,

organes digestifs...) (Nimkande et al., 2022).

Lipases

Position L,
g o
sn-1 ’H,c—O0 R,

Figure 8 : Liaisons esters carboxyliques de TG hydrolysables par les lipases (s# : numérotation stéréospécifique).

2. Spécificité des lipases

Méme si les lipases acceptent une large gamme de substrats, leur intérét réside
essentiellement dans leur sélectivité. Ainsi, on distingue différents types de sélectivité des

lipases vis-a-vis des acylglycérols:

e[ a régiosélectivité, qui désigne le pouvoir de I’enzyme a hydrolyser préférentiellement les
liaisons esters carboxyliques en positions externes sn-1 et sn-3 (esters d’alcool primaire) par
rapport a la position interne sn-2 (ester d’alcool secondaire). C’est le cas par exemple des lipases
de Rhizopus oryzae (Canet et al.,2017), Thermomyces lanuginosus (He et al.,2017), Janibacter
sp. (Cui et al., 2022) et Penicillium expansum (Cai et al., 2022).

oL a typosélectivité, qui désigne la spécificité des lipases par rapport a un type d’acide gras
(longueur de la chaine carbonée, le nombre et la position des doubles liaisons...). A titre

d’exemple, la lipase de Geotrichum candidum hydrolyse avec une trés grande sélectivité les
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liaisons esters contenant un acide gras avec une insaturation Z-A’, quelle que soit sa position

sur le glycérol (Mase et al., 1995; Jadhav and Annapure, 2022).

o[ ’énantiosélectivité traduit la capacité de discrimination entre deux énantiomeres dans le
cas d’un mélange racémique de 1,2- et 2,3-sn-diacylglycérol et dans le cas d’un TG chiral. Dans
le cas d’un TG chiral, la stéréosélectivité désigne la capacité de discrimination entre deux
groupements stéréohétérotopiques (position sn-1 contre sn-3). Cette propriété a été utilisée pour
la résolution des mélanges racémiques dans les industries pharmaceutiques et cosmétiques. A
titre d’exemple, la lipase de Candida rugosa s’est avérée efficace dans la résolution de
I’aténolol racémique (Sikora et al., 2017) et la lipase B de Candida antarctica (CALB) est
utilisée pour la résolution biocatalytique des racémiques afin de produire des o-

hydroxyphosphonates énantiopurs (Hu ef al., 2022).
3. Propriétés cinétiques :

Les lipases sont des enzymes parfaitement solubles dans 1’eau et sont capables d’agir sur des
substrats lipidiques non hydrosolubles, d’ou la notion de «catalyse hétérogene» (Verger ef al.,
1973). Dans ce cas, le modéle de Michaelis-Menten congu pour I’enzymologie en milieu
homogéne, ne peut s’appliqué, car on passe d’un systeéme tridimensionnel ou volumique a un
systéme bidimensionnel ou surfacique. Pour rendre compte de cette particularité des lipases, un

modele de «cinétique interfaciale» a été proposé (Verger, 1997; Reis et al., 2009).
3.1.Cinétique interfaciale

Les lipases agissent a I’interface eau / lipide. Ainsi, deux étapes élémentaires décrivent leur
réaction enzymatique : la premiére étape consiste en I’adsorption de I’enzyme (E) a I’interface
(E*). Cette étape est régie par deux constantes de vitesse kp et ka représentant respectivement
I’adsorption de I’enzyme a D’interface et sa désorption. La deuxiéme étape catalytique
proprement dite, correspond a la formation du complexe enzyme adsorbée a I’interface /
substrat (E*S), suivie de la libération des produits (P*) d’hydrolyse. Dans le cas le plus simple
de I’hydrolyse de lipides synthétiques a chaine courte et moyenne, les produits P* sont solubles
dans la phase aqueuse et diffusent instantanément (Figure 9A). Cette étape traduit une cinétique
pseudo-Michaelienne, se déroulant a I’interface et non pas en solution (Verger ef al., 1973).
Dans le cas de I’hydrolyse de lipides a chaine longue, les produits P* sont insolubles dans la
phase aqueuse et peuvent s’accumuler a ’interface (P**) et inhiber la réaction enzymatique.
Un mode¢le plus avancé a ensuite été¢ proposé (Panaiotov et al., 1997) (Figure 9B), par

I’utilisation de molécules-cages, telles que la cyclodextrine (CD) permettant la séquestration et
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la solubilisation des produits de lipolyse (CD.P*) dans la phase aqueuse (CD.P) ce qui permet
d’éviter I’accumulation des produits de lipolyse a I’interface. Ce dernier modéle prend en
compte la présence d’inhibiteurs compétitifs a I’interface (I) interagissant soit directement avec

I’enzyme (E*I), soit indirectement en affectant la « qualité interfaciale » du substrat.

A 3 Interface
Nk k,
* == E*S p*
=
o |

E Eau P
B s Interface prx
e
* kﬁj ks ka /
%I k E* E*S p*

5 k.
N
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Figure 9 : A. Mode¢le de cinétique interfaciale d’apres (Verger ef al., 1973). B. Mode¢le de cinétique interfaciale
proposé par (Panaiotov et al., 1997). Les formes enzymatiques présentes a I’interface sont notées avec un
astérisque (E*, E*S, P*) afin de les différencier des formes enzymatiques solubles dans la phase aqueuse.

3.2.Activation interfaciale : différence entre lipase et estérase

La propriété d’activation interfaciale a longtemps servi de critére pour distinguer les lipases
des estérases (Sarda et al., 1958). En effet, ce phénomene a été mis en évidence en utilisant
la triacétine (TC3) comme substrat a plusieurs concentrations. En dessous de la CMC, la vitesse
d’hydrolyse par la lipase pancréatique de porc était inférieure a celle de I’estérase hépatique de
cheval. En revanche, au-dessus de la CMC, la vitesse de lipolyse augmente brutalement
(Figure 10). Ceci s’explique par le fait que les lipases sont beaucoup plus actives lorsque le
substrat est émulsifié (concentrations au-dessus de la CMC), entrainant a la formation d’une
interface eau/lipide. Cependant, leur vitesse d’hydrolyse diminue lorsque le substrat est sous sa
forme monomeérique (concentrations en dessous de la CMC). On en a donc déduit que I’estérase
suit une cinétique Michaelienne, tandis que la lipase présente un phénomene d’activation

interfaciale.
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Figure 10 : Hydrolyse de la TC3 par I’estérase hépatique équine (A) ou par la lipase pancréatique porcine (B)
illustrant le phénomeéne d’activation interfaciale. La ligne pointillée désigne la limite de séparation entre la forme
monomérique et la forme agrégée de la TC3. La concentration du substrat S est exprimée en multiple de saturation.
V, vitesse de la réaction en unités arbitraires (Sarda et al., 1958).

Pour expliquer le phénoméne d’activation interfaciale, I’hypothése d’une modification
conformationnelle de I’enzyme liée a son adsorption interfaciale a été proposée pour la lipase
pancréatique de porc par Desnuelle et al., (1960). En 1990, cette hypothése a regu une premiere
démonstration au niveau moléculaire grace a la résolution des structures tridimensionnelles
(3D) de la lipase pancréatique humaine (Winkler et al., 1990) et de la lipase fongique de
Rhizomucor miehei (Brady et al., 1990). Des études structurales ont montré que les lipases ne
présentent pas toutes le phénomene d’activation interfaciale. Les cas les plus représentatifs sont
ceux des lipases de Pseudomonas glumae (Noble et al., 1993), Pseudomonas aeruginosa
(Jaeger et al., 1993) et Candida antarctica B (Uppenberg et al., 1994). Pour cette raison, le
critere expérimental le plus fiable pour s’assurer qu’il s’agit d’une vraie lipase, est la capacité
de I’enzyme a hydrolyser les TG a chaines longues, totalement insolubles dans I’eau (huile
d’olive) (Ferrato ef al., 1997). Sayari et al (2001) ont montré que la lipase de Staphylococcus
aureus NCTC 8530 (SAL1) est classée comme étant une vraie lipase malgré sa spécificité
apparente en milieu émulsifié vis-a-vis des TG a chaines courtes. Contrairement aux estérases
qui ne s’adsorbent pas aux interfaces lipide/eau (Cherif et al., 2006), SAL1 possede un pouvoir
pénétrant lui permettant de s’adsorber et de dégrader la dicaprine déposée sous forme de films
monomoléculaires 2 35 mN.m', ce qui a conduit a la conclusion que les films
monomoléculaires peuvent étre utilisés comme critére pour différencier les lipases incapables

d’hydrolyser les TG a chaines longues, des estérases.
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4. Aspects structuraux des lipases

Les structures de plusieurs lipases ont été déterminées par cristallogenése et diffraction des
rayons X au début des années 1990, comme celle de la lipase de Rhizomucor miehei (Brady et
al., 1990) et la lipase pancréatique humaine (HPL) (Winkler ez al., 1990). Bien que ces protéines
présentent une faible similarité de séquences, elles conservent deux acides aminés (Ser et His)
de la triade catalytique (Ser, Asp/Glu et His). Leurs structures 3D révelent une topologie tres
similaire, connue sous le nom de « repliement o/p hydrolase » (Ollis et al., 1992), présentant
un feuillet B-central. La plupart des lipases contiennent un segment hélicoidal appelé «volet»
qui couvre le site actif en solution, lorsque 1’enzyme est dans la conformation dite «ferméey.
Cela permet de maintenir la triade catalytique dans un environnement hydrophobe isolé du
milieu aqueux. Le volet s’ouvre automatiquement en présence d’un substrat lipidique
(interface), donnant acces a la poche catalytique. on parle alors de la conformation dite

«ouvertey.
4.1.Repliement o/B hydrolase

Les lipases appartiennent a la famille des «o/p hydrolases» définie par Ollis et al., (1992).
Elles ont en commun un domaine structural typique composé d’un feuillet § central formé d’une
succession de 8 brins § hydrophobes, reliés entre eux par des hélices a (Figure 11). La courbure
du feuillet B peut différer significativement parmi les diverses enzymes, les positions spatiales
des hélices topologiquement équivalentes peuvent aussi varier considérablement. Le domaine
catalytique de la HPL (domaine N-terminal: résidus 1-335) posséde une structure du type o/p

hydrolase comprenant 11 brins § et 7 hélices a (Winkler ef al., 1990).

Figure 11 : Représentation de la structure secondaire du repliement o/p des hydrolases. Les brins  (1-8) sont
représentés par des fleches et les hélices o (A-E) par des spirales. La position topologique des 3 résidus du site
actif est représentée par un cercle (Jaeger, et al., 1999).
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4.2.Triade catalytique

L’étude cristallographique de la structure 3D des lipases montre que le site catalytique de
ces enzymes a serine, est en général constitué de trois acides aminés ou triade catalytique
Ser/His/Asp, d'autres sont dites non classiques avec une composition de la triade catalytique
variable (Ser/His/Glu, Ser/His/His et Ser/Glu/Asp), et certaines peuvent méme avoir une diade
catalytique (Ser/Lys et Ser/His) (Ekici et al., 2008), (Figure 11): Le résidu nucléophile (seryl),
précede les deux autres résidus et se positionne apres le brin 5. Le résidu acide (aspartyl /
glutamyl) apparait souvent dans un coude nucléophile (nommé¢ y turn) apres le brin B7 et le

résidu histidyl se place dans la boucle entre le dernier brin (B8) et aF (Cygler et al., 1992).

La sérine catalytique a un groupement hydroxyle dans sa chaine latérale qui agit comme
nucléophile. La séquence consensus du coude nucléophile montre un motif de type Gly-X-Ser-

X-Gly, ou X représente un résidu d’acide aminé variable (Derewenda ef al., 1992).
4.3.Volet amphiphile

Le site actif de certaines lipases n’est pas accessible au solvant : il est recouvert par une
boucle amphiphile en I’absence du substrat appelée volet ou encore «/id», qui le rend
inaccessible au solvant, et de ce fait, a tout substrat potentiel. Cette conformation est appelée
forme «fermée» de I’enzyme, et est par conséquent supposée inactive. Dans le cas d’un certain
nombre de lipases, la structure 3D a pu étre déterminée en présence d’un inhibiteur, d’un
analogue de substrat et/ou de détergent. Ceci a permis de mettre en évidence 1’existence d’une
forme dite “ouverte” de I’enzyme : les résidus de la triade catalytique deviennent accessibles
au solvant suite au mouvement du volet qui recouvrait auparavant le site actif. La face
hydrophobe de ce volet, orientée auparavant vers I’intérieur du site actif, s’expose alors au
solvant, créant une surface hydrophobe, dont on suppose qu’elle interagit avec ’interface
lipide/eau. On parle alors de forme “ouverte” de I’enzyme. Cette nouvelle conformation de
I’enzyme est aussi appelée forme active, par opposition a la forme dite inactive de I’enzyme.
Les changements de conformation majeurs qui différencient les formes fermées et ouvertes
concernent principalement ce volet amphiphile mais aussi parfois des boucles voisines et
quelques résidus particuliers (Figure 12). La structure 3D du complexe HPL-colipase illustre
comment la colipase pourrait ancrer la lipase a I’interface en présence de sels biliaires : la
colipase se lie au domaine C-terminal de la HPL et expose ses extrémités hydrophobes a
I’opposé site de son domaine de liaison a la lipase (Figure 12). Cette partie hydrophobe aide a

mettre le domaine N-terminal en conformation étroite avec 1’interface ou I’ouverture du volet
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se produit probablement. Ces changements conformationnels ont comme conséquence la
formation d’un impressionnant plateau hydrophobe continu, s’étendant sur plus de 50 A. Cette
surface pourrait interagir fortement avec une interface lipide-eau (Figure 12) (Miled et al.,

2000).

LIPIDES

Domaine C-terminal

Figure 12 : Structure 3D de la HPL complexée avec son cofacteur, la colipase en conformation fermée (E) et en
conformation ouverte (E*). Ce diagramme montre le changement conformationnel du volet, des boucles 5 et 9,
ainsi que la colipase durant I’interaction de la lipase avec I’interface lipidique. D’apres (Jaeger ef al., 1999; Miled
et al., 2000).

4.4.Mécanisme d’action des lipases

Le mécanisme catalytique moléculaire des lipases est décrit comme un mécanisme a deux
substrats de type substitué ou « ping-pong » et a été extrapolé de celui proposé pour la
chymotrypsine (Blow ef al., 1969). Ce mécanisme réactionnel implique les étapes d’acylation
et de désacylation de I’enzyme (Figure 13). L’acylation provient de 1’attaque nucléophile
(Figure 13A) d’une des fonctions ester carboxylique du substrat par la sérine de la triade
catalytique. La fonction hydroxyle de la sérine, activée par le réseau de relais de charge Ser-
His-Asp, attaque le carbone de la fonction ester carboxylique du substrat pour former un
premier intermédiaire tétraédrique (Figure 13B). Les liaisons hydrogenes, entre I’oxygéne
chargé négativement (oxyanion) de I’intermédiaire tétraédrique et des groupes peptidiques N-
H, stabilisent la charge négative de I’oxyanion (Whiting et al., 1994). Cet environnement
atomique et ¢électronique est appelé « trou de 1’oxyanion ». Ce trou stabilise la structure
tétraédrique et abaisse donc I’énergie d’activation de la réaction. Lors de cette catalyse acido-
basique, la liaison ester carboxylique est rompue et le groupement alcool partant (R-OH)
emporte un proton de I’ion imidazolium du résidu histidine. La chaine acyle de la liaison ester

du substrat reste liée de fagon covalente a I’enzyme sous forme d’un intermédiaire acyl-enzyme
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(Figure 13C). La déacylation provient de 1’attaque nucléophile d’une molécule d’eau (Figure
13D) pour donner un deuxiéme intermédiaire tétraédrique (Figure 13E). Ce dernier se dissocie
en libérant le groupement acyl partant (R1-COOH) et I’enzyme libre (Figure 13F). Tout comme
dans I’étape d’acylation, le deuxiéme intermédiaire tétraédrique est stabilisé par le trou de

I’oxyanion (Beer et al., 1996).
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Figure 13 : Mécanisme d’action catalytique des lipases. (A) Conformation initiale de ’enzyme. (B) Premier
intermédiaire tétraédrique apres attaque nucléophile de la sérine. (C) Libération du groupement partant (alcool) et
formation de 1’acyl-enzyme. (D) Attaque nucléophile par une molécule d’eau du carbone de I’acyl-enzyme. (E)
Formation du second intermédiaire tétraédrique. (F) Libération de I’acide carboxylique qui régénére I’enzyme libre
(Casas-Godoy et al., 2018).
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5. Lipases microbiennes
5.1.Généralités

Les lipases pancréatiques de mammiféres sont certainement les enzymes lipolytiques les
mieux étudiées (Verger et al., 1984). Cependant, les potentialités que présentent les lipases de
microorganismes (production, purification a grande échelle, capacité d’hydrolyser une large
gamme de substrats lipidiques, propriétés catalytiques et structurales intéressantes...) ont
suscité I’intérét sur ces enzymes. Les lipases microbiennes sont les plus importantes sur le plan
commercial, principalement en raison de leur facilit¢ de culture et de manipulation génétique
pour un rendement plus élevé. En effet, de nombreuses lipases bactériennes et fongiques ont été

purifiées et caractérisées (Sajid et al., 2023).
5.1.1.Lipases bactériennes

Les souches bactériennes productrices de lipase ont été trouvées dans différents habitats tels
que les déchets industriels pétroliers, les usines de traitement d’huiles végétales, les laiteries,
les industries du papier et les sols contaminés par des huiles. La production de lipase a été
rapportée pour certains souches bactériennes Gram-positives et Gram-négatives, Bacillus spp.
(Mabizela-Mokoena et al., 2017; Suci, Arbianti et al., 2018), Pseudomonas spp. (Hermansyah
et al., 2018; Priyanka et al., 2019), Lactobacillus sp. (Uppada et al., 2017), Staphylococcus
sp.(Behera et al., 2019)., Micrococcus sp.(Sumarsih et al., 2020) et Burkholderia sp. (Lee et
al., 2017). Les especes des genres Pseudomonas, Bacillus et Burkholderia sont les plus
largement utilisées pour la production de lipases bactériennes, principalement en raison de leur
activité enzymatique €levée dans une large gamme de températures et de pH ainsi que d’une
énantiosélectivité élevée (Melani et al., 2020). Selon des rapports antérieurs de la littérature, les
sites contaminés par I’huile sont préférables pour l’isolement des souches bactériennes
productrices de lipase. De plus, étant non toxique et respectueuse de I’environnement, la lipase
est considérée comme plus appropriée par rapport a d’autres catalyseurs chimiques ou
synthétiques (Javed et al., 2018). Les souches bactériennes potentielles les plus récentes pour

la production de lipase et leur zone d’isolement ont été rapportées dans le tableau 4.
5.1.2. Lipases fongiques

Les souches fongiques sont connues pour étre des productrices potentielles de lipase avec
des propriétés catalytiques uniques remarquables, qui sont trés importantes pour diverses
applications commerciales (Pandey et al., 2016). La plupart des champignons producteurs de

lipase importants sur le plan commercial et industriel appartient aux genres Rhizopus sp.,
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Aspergillus sp., Penicillium sp., Geotrichum sp., Mucor sp., Candida sp., Rhodotorula sp.,
Yerrowia sp. et Pichia sp. (Ulker et Karaoglu., 2012; Oliveira et al., 2016 ; Pandey et al., 2016;
Maldonado ef al., 2016 ; Riyadi et al.,2017). La production de lipase par le champignon varie
en fonction de la souche et de la composition du milieu de croissance, comme les sources de
carbone et d’azote (Pandey et al., 2016). Selon les rapports de la littérature, la lipase LIP2 de
Yarrowia lipolytica (YLLIP2) est une candidate idéale pour I’enzymothérapie substitutive en
raison de ses propriétés biochimiques uniques avec une résistance aux sels biliaires et une
activité maximale a faible pH. Candida sp. est la productrice la plus potentielle de lipase parmi
les levures. Les travaux antérieurs rapportant la production de lipase par les champignons ainsi

que leur milieu d’isolement sont illustrés dans le tableau 4.
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Tableau 4 : Souches microbiennes productrices de lipases, leurs biotopes d’origine et leurs applications

biotechnologiques.

Souche

Biotope

Application biotechnologique

Référence

Bactéries

Bacillus licheniformis NCU CS-5

Détérioration de I’amande des graines de
Cinnamomum camphora

Détergence

(Zhao et al.,
2021)

Bacillus aerius strain 24 K

Echantillon de sol

Industrie textile

(El-Fiky et al.,
2022)

Bacillus halodurans

Mer Méditerranée

Détergence et

(Hassan et al.,

bioremédiation 2022)

. . s . . . (Abou Taleb et
Bacillus aryabhattai BSW22 Sol de I’environnement (Egypte) Industrie textile al., 2022)
Bacillus thermocatenulatus lipase 2 . S (Zhang etal.,
(BTL2) - Production de biodiesel 2022)
Lactiplantibacillus plantarum - Synthese d’esters (zlé}fs;lda etal,
Staphylococcus aureus Lait de dromadaire Détergence fll?crzl (ﬁz;c)ha “
Pseudomonas stutzeri ZS04 Sol pollué par I’huile Détergence (Qinetal., 2016)
Pseudomonas aeruginosa ES3 Eaux usées de cuisine Détergence (2%‘1115‘1; etal,
Pseudomonas moraviensis M9 Sol de I’environnement (Chine) Hydrolyse p ?rtlelle de huile (Yang et al,

d’algue 2015)

Staphylococcus warneri

Sol pollué par 1’huile

(Yele and Desali,
2015)

Burkholderia ubonensis SL-4

Sol de I’environnement (Chine)

Production de biodiesel

(Yang et al.,
2016)

Xanthomonas oryzae

Sol de I’environnement (Chine)

(Mo et al., 2016)

Streptomyces violascens OC125-8

Traitement des eaux usées riches
en lipides

(Boran et al.,
2019)

Serratia marcescens SM3

Sol contaminé par du pétrole

Détergence et
production de biodiesel

(Garcia-Silvera
etal.,2018)

Champignons

Thermomyces lanuginosus

Pharmaceutique et
Industries alimentaires

(K. de S. Lira et
al., 2021)

Thermomyces lanuginosus

Production de biodiesel

(Quetal.,2022)

Geotrichum candidum

Margine d’olives

Traitement des margines d’olives

(Asses et al.,

2009)
Rhizopus oryzae R1 Echantillon de sol prelgve dans une station- Production de biodiesel (Helal et al.,
service 2021)
. Synthése des esters méthyliques (Ayinla et al.,
Rhizopus oryzae ) d’acides gras. 2022)

Penicillium citrinum PKB20

Echantillon de sol riche en détritus (Assam, Inde)

Production de biodiesel

(Bardhan et al.,
2019)

(El-Ghonemy et

Aspergillus niger Sol de I’environnement (Egypte) Production de biodiesel al.. 2021)
Aspergillus fumigatus Sol contaminé par 1’huile Détergence (21\(;?}1;‘1 etal,

Fusarium verticillioides

Graines de buriti

Traitement des eaux usées

(Facchini et al.,
2015)

Candida antarctica lipase B

Industrie chimique

(Tanaskovi¢ et
al., 2017)

Candida guilliermondii

Feuilles de ricin

Production d’oléate de méthyle

(Oliveira et al.,
2014)

Yarrowia lipolytica

Aliments réfrigérés

Traitement des margines d’olives

(Lanciotti et al.,
2005)

Yarrowia lipolytica Wt-11

Sol riche en lipides (Chine)

Synthése du palmitate de L-

(Ping et al.,

ascorbyle 2018)
L. Sol collecté . . . (Taskin et al.,
Rhodotorula glutinis HL25 (Erzurum, Turquic) Traitement des déchets oléicoles 2016)
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5.2.Cas particulier de la lipase de Penicillium sp.

Un certain nombre de Penicillia sont de bons producteurs de lipases ; certains d’entre eux
sont déja sur le marché. Malgré la grande homologie de séquences entre les différentes lipases
de Penicillium, ces enzymes présentent des différences significatives en termes des propriétés
biochimiques et catalytiques a savoir le pH optimum, la stabilité en température, le phénomene
d’activation interfaciale, la spécificit¢ de substrats, les effets des ions métalliques, des
tensioactifs et des inhibiteurs, I’activité et stabilité¢ dans les solvants organiques. Les principales
caractéristiques de certaines lipases de Penicillium les plus étudiées sont résumées dans les

tableaux 5 et 6.

5.2.1. Propriétés biochimiques

Les lipases de Penicillium ont été largement caractérisées. Leurs propriétés biochimiques
générales, y compris la masse moléculaire, le pH optimal, la température optimale et la stabilité,
ont été résumées dans le tableau 5.

PpH :

I1 a été rapporté que les lipases produites par le genre Penicillium ont une activité optimale
a des valeurs de pH neutres ou basiques (allant de 7 a 9) (Krieger et al., 1999; Li et al, 2010), a
quelques exceptions pres, comme la lipase de Penicillium sp. section Gracilenta CBMAI 1583
qui a montré une activité optimale a un pH de 4 (Turati ef al., 2019). En ce qui concerne la
stabilité, les lipases de Penicillium sont stables dans un large intervalle de pH allant de 4 a 10
(Rigo et al., 2012).

Température °C :

Les températures optimales des lipases Penicillium rapportées dans la littérature sont
comprises entre 25 et 45°C. Cependant, il existe des lipases Penicillium extrémement
thermophiles, comme le cas de celle produite par Penicillium sp. section Gracilenta CBMAI

1583., qui a une activité maximale a une température de 70°C (Turati et al., 2019).
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Tableau 5 : Propriétés biochimiques générales de la lipase du genre Penicillium.

Masse pH/Temperature — -~

Source Moléculaire (kDa) (°C) optimal Stabilité Référence

Penicillium 40 R.0/40 - Stable a pH alcalin (7-9) (Kumar et al.,

chrysogenum ' - Activité résiduelle de 40% a 60°C. 2012)

Penicillium sp. section - Pas d’activité a pH 8,5

et P - A 50°C, I’enzyme montre 80% de son (Turati et al.,

Gracilenta CBMAI 53 4.0/70 ., . , o
activité, tandis qu’au-dessus de 70°C, 2019)

1583 NP
’activité diminue fortement.

- Stable entre (pH 8,0-11)

Penicillium notatum 46 9.5/40 - Sta}ble entre (25.a 40 C)‘et Pactivité (Rehman et
diminue progressivement a des al.,2017)
températures supérieures a 40 °C

Penicillium cyclopium Stable entre pH 6,5-9,5 (Tan et al.,

PG37 39 7,535 2014)

e . 100% et 70% d’activité résiduelle apres 10 (Ruiz et al.,

Penicillium candidum 29 901335 min a 25 et 35°C, respectivement 2001)

o Maintien de I’activité initiale aprés 16 h a (Sugihara et

Penicillium abeanum 28 7-8/25-30 pH 7,0-8,5 et 4 25°C al.. 1996)

Penicillium (Ferrer et al.,

chrysogenum 40 7,9-8,1/45 ) 2000)

Penicillium cyclopium - Stable entre 25 - 40°C a pH 7,0 (Chahinian et

lipase 11 40-43 7.0/40 - Stable entre pH 4,5 -7,0 al., 2000)

Penicillium cyclopium 29 10.0/25 100% et 30% d’activité résiduelle apres 20 | (Liand Zong,

PG37 ) min a 30 et 40°C, respectivement 2010)

Penicillium expansum (Lianghua et

PED-03 28 9,5/35 Stable entre pH 7,0-10,0 al.. 2007)

Penicillium expansum (Stocklein et

DSM 1994 25 9,0/45 Stable entre pH 6,0-10,0 al., 1993)

Penicillium roqueforti 75 6.0-7.0/35 Stable pendant 15 min de pH 6,0-8,0 a (Mase et al.,

1AM 7268 o 30°C 1995)

Spécificité de substrat:

Les lipases de Penicillium hydrolysent préférentiellement les esters d’acides gras a chaine

moyenne, comme indiqué pour la plupart des lipases de Penicillium, telles que celles de

Penicillium camembertii Thom PG-3 (Tan et al., 2004), Penicillium aurantiogriseum

(Griebeler et al., 2011), Penicillium cyclopium (Chahinian et al., 2000), et Penicillium

simplicissimum (Gutarra et al., 2009).

La lipase de Penicillium est spécifique des TAG a chaine courte, en particulier la tributyrine

(C4) dans le cas des lipases de Penicillium chrysogenum 9’ (Bancerz et al., 2005), Penicillium

chrysogenum (Ferrer et al., 2000), et Penicillium citrinum (Song et al., 2008). Bien que la lipase

de Penicillium candidum ait également montré I’activité la plus élevée envers la tributyrine et

de I’huile d’olive parmi les divers TG testés (Rigo et al., 2012), les lipases de Penicillium sp.
DS-39 (Dheeman et al., 2011) et Penicillium sp. section Gracilenta CBMAI 1583 (Turati et al.,
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2019) ont montré une grande spécificité envers les esters d’acides gras a chaine longue tels que

I’acide oléique (C18:1A9) et I’acide stéarique (C18:0), respectivement.

Effets des ions métalliques, des tensioactifs et des inhibiteurs

Les effets stimulants ou inhibiteurs des ions métalliques sur I’activité lipase ont été¢ bien
¢tablis, bien que les cofacteurs, en général, ne soient pas nécessaires a 1’activité catalytique.
L’influence des ions métalliques variait selon les sources de lipases. L’activité des lipases de
penicillium augmente avec le Ca®>* et le Mn?>* (Bancerz et al., 2005; Dheeman et al., 2011,
Rehman et al., 2017). Dans ce groupe d’enzymes, les ions jouent souvent un role structurel
plutdt que catalytique. I a été suggéré que les ions métalliques induisent un changement
conformationnel, favorisant ainsi une plus grande stabilité et, par conséquent, une plus grande
activité (Rahman et al., 2005), tandis que les ions Zn*" Cu?’, Fe** et Ni** provoquaient une
inactivation des lipases de Penicillium (Dheeman et al., 2011; Chinaglia et al., 2014; Rehman
et al., 2017; Pranav et al., 2019). Ces lipases ont été¢ complétement inhibées par le Hg**
(Chahinian et al., 2000; Lima et al., 2004; Tan et al., 2014). L’inhibition de nombreuses lipases
par les ions métalliques a le plus souvent été attribuée a la réaction des ions métalliques avec

les groupes thiol des résidus cystéine pres du site actif de ’enzyme (Gurkok and Ozdal, 2021).

Les tensioactifs sont généralement utilisés pour la préparation d’émulsion dans la mesure de
I’activité lipase et également dans la purification. Ils pourraient détruire les structures tertiaires
des enzymes, entrainant une dénaturation. En revanche, I’agrégation des enzymes serait
considérablement atténuée par [’utilisation de ces composés, améliorant ainsi 1’activité
enzymatique (Delorme ef al., 2011). L’influence de divers tensioactifs sur I’activité lipasique
¢tait trés variable (Ruiz et al., 2001; Bancerz et al., 2005; Hasnaoui ef al., 2022). De plus, les
lipases de Penicillium ont ¢été fortement inhibées par 1’ajout de fluorure de
phénylméthylsulfonyle (PMSF) (Dheeman et al., 2011; Chinaglia et al., 2014; Turati et al.,
2019; Pranav et al., 2019) de diiodopropyl fluorophosphate (DFP) et 1’Orlistat. Ce dernier, un
puissant inhibiteur connu des lipases digestives, se lie de maniere covalente a la sérine
catalytique de I’enzyme par la formation d’un complexe covalent entre le cycle B-lactone de
I’Orlistat et I’hydroxyle du résidu séryl catalytique de la lipase. Il a ét¢ montré précédemment
que D’Orlistat inhibe aussi bien P’activité des lipases de Penicillium (Gupta et al., 2015;

Gulyamova et al., 2022) que celle des lipases digestives.
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5.2.2. Purification de différentes lipases du genre Penicillium.

La plupart des applications industrielles ne requicerent pas toujours une enzyme pure.
Cependant, un certain degré de pureté permet une utilisation réussie dans les industries. De plus,
la purification des enzymes est indispensable pour la détermination de leur structure 3D et
comprendre les relations structure-fonction (Saxena et al., 2003; Bharathi and Rajalakshmi,
2019; Enespa et al., 2022). Le tableau 6 présente les différentes étapes de purification, les
facteurs de purification et les rendements obtenus pour des lipases du genre Penicillium

rapportées dans la littérature.

Tableau 6 : Bilan des étapes de purification de différentes lipases du genre Penicillium.

Activité Facteur de | Rendement

Souche Etape de purification e () | oot (%) Références
Penicillium - Précipitation au (NH4)2SO4 10 000 62 34 (Hasnaoui
crustosum P22 | - Colonne HiTrap™ Q-Sepharose FF et al.,2022)

- Précipitation au (NH4)2SO4
Penicillium - Colonne de Q-Sepharose) 5344 23 13 (Rehman et
notatum - Colonne de phényl Superose al., 2017)
- Colonne Mono-Q
Penicillium - Précipitation au (NH4)2SO4 (Tan et al.,
cyclopium - Colonne Sephadex G-75 ) ) i 2014)
e - Précipitation au (NH4)2SO4 S
P?Z;;ZZ’" - Colonne HiTrap DEAE FF 42 - - (Elcjlmzdgll 12)
- Colonne Superdex 75 -
Penicillium - Précipitation au (NH4)2SO4 (Lianghua
expansum PED- | - DEAE Q-Sépharose 28 81 19 etal.,
03 - Colonne Sephacryl S-200 2007)
Penicillium - Précipitation au (NH4)2S04 (Krieger et
citrinum - Colonne Superose 6 607 379 15 al., 1999)
- Colonne Phenyl Superose ’
Penicillium - Précipitation a I’éthanol, précipitation (Tan et al
camembertii (NH4)2504 886 22 8 N 00 4) ”
Thom PG-3 - Colonne DEAE-cellulose
- Ultrafiltration
Penicillium - Colonne Phenyl-Sepharose 4 30 44 (Ferrer et
chrysogenum - Colonne Mono-Q HR 5/5 al., 2000)
- Colonne PD-10
Penicillium sp. | Colonne DEAE—cel!ulose (Dheeman
DS-39 - Colonne Sephacryl® 100-HR 308 129 8 et al.2011)
- Colonne Q-Sepharose® HP v
Penicillium - Colonne Octyl-Sepharose CL-4B 13 36 1 (Ruiz et
candidum - Colonne DEAE-Sephadex A-50c al.,2001)
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5.2.3. Moisissure de Penicillium

Les especes de Penicillium ont un grand potentiel biotechnologique pour la production de
lipases et d’autres enzymes. Ce sont des champignons omniprésents en raison de leurs besoins
nutritionnels peu exigeants et de leur capacité a se développer dans un large éventail de
conditions et d’environnements (Toghueo and Boyom, 2020). IIs se reproduisent dans le sol,
sur la végétation en décomposition et le compost, sur les aliments séchés, les épices, les
céréales, dans les fruits et légumes frais, ainsi que dans 1’air et la poussiere. Ils peuvent
¢galement se développer sur les murs des batiments, en particulier lorsque I’humidité des
matériaux de construction est élevée (Demjanova et al., 2021). De nombreuses especes de
Penicillium ont la capacité de produire des métabolites, notamment des antibiotiques, des agents
antiviraux et des mycotoxines (Yang et al., 2021). 1l a été rapporté que ce mode de vie
endophyte confére aux especes de Penicillium la capacité de protéger les especes végétales
contre les stress biotiques et de favoriser la croissance des plantes (Hassan et al., 2017). En
effet, Penicillium est devenu I’un des genres de champignons les plus connus pour la découverte
de composés bioactifs (Nicoletti et al., 2016). L’industrie agroalimentaire exploite certaines
especes de Penicillium pour la production de fromages (camembert, roquefort) et de saucisses

fermentées.

L’identification et la nomenclature du genre Penicillium sont étudiées depuis 1809 (Link
1809;Visagie et al., 2014). Penicillium spp. est 'un des plus grands groupes de champignons,
composé de plus de 200 especes reconnues (Pitt et al., 2000). A cette époque, un concept
d’espéce morphologique était utilisé¢ pour la classification et I’identification des especes de
Penicillium spp. Ce genre représente une brosse Terverticillé (terme utilisé pour décrire les
parties de conidiophores): phialides sur metules transportés par des brindilles sur les
conidiospores transportant des conidies. Cette souche a montré des hyphes bien développés,

ainsi qu’une grande quantité de spores sphériques de dispersion.

Taxonomie :

Reégne : Fungi

Phylum : Ascomycota
Classe : Euascomycetes
Ordre : Eurotiales
Famille : Trichomaceae
Genre : Penicillium

Espece : spp.
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Au cours des années 1990, le séquencage de I’ADN est devenu I'un des outils les plus
puissants pour les taxonomistes, car il a créé la possibilit¢ de déduire des relations entre les
especes sans avoir besoin de normaliser les régimes de culture. Il a également permis d’éliminer
les problémes liés aux cultures détériorées. Visagie et al., (2014) ont utilisé des séquences de
genes combinées /7S, benA et CaM dans I’établissement de la phylogénie de Penicillium. L’ITS
(Internal Transcribed Spacer ou espaceur transcrit interne) est le code-barre ADN recommandé
pour les champignons, y compris les geénes hautement conservés 18S, 5.8S, 28S,
malheureusement, pour Penicillium et de nombreux autres genres d’ascomycetes, 1’/7S n’est
pas suffisamment variable pour distinguer toutes les especes étroitement apparentées. Pour cette
raison, un marqueur d’identification secondaire tel que la B-tubuline est un meilleur marqueur
discriminant qui permet I’identification de Penicillium au niveau de 1’espéce. D’autres options
de marqueurs secondaires possibles incluent la calmoduline (CaM) ou les génes de la deuxieme
plus grande sous-unité de I’ARN polymérase II (RPB2). Le tableau 7 résume 1’amplification
par PCR de ’ADN microbien avec les fragments contenant les régions de I’espaceur transcrit
interne de I’/7S 1 et 2, le géne partiel de la B-tubuline (benA) et les fragments contenant un

gene partiel de la calmoduline (CaM).

Tableau 7 : Amorces utilisées pour I’amplification et le séquencage (Visagie et al., 2014).

Géne Nom de I’amorce Direction Séquence (5°-3°)
ITS ITS1 Forward TCC GTA GGT GAA CCT GCG G
1TS4 Reverse TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC
VoG Forward TTA CGT CCC TGC CCT TTG TA
1.S266 Reverse GCA TTC CCA AAC AAC TCG ACT C
BenA Btea Forward GGT AAC CAA ATC GGT GCT GCT TTC
Bt:b Reverse ACC CTC AGT GTA GTG ACC CTT GGC
CaM CMD5 Forward CCG AGT ACA AGG ARG CCT TC
CMD6 Reverse CCG ATR GAG GTC ATR ACG TGG
CF1 Forward GCC GAC TCT TTG ACY GAR GAR
CF4 Reverse TTT YTG CAT CAT RAG YTG GAC
RPB2 5F Forward GAY GAY MGW GAT CAY TTY GG
7CR Reverse CCC ATR GCT TGY TTR CCC AT
S5Feur Forward GAY GAY CGK GAY CAY TTC GG
7CReur Reverse CCC ATR GCY TGY TTR CCC AT
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6. Applications biotechnologiques des lipases

Les lipases sont capables non seulement de catalyser I’hydrolyse, mais aussi la synthése de
glycérides a longue chaine en milieu peu hydraté. D’autre part, elles peuvent accommoder un
grand nombre de substrats, ce qui leur associe d’importantes applications en biocatalyse (Figure

14).

Lipases

Industrie du lavage
Biocarburants a

Dans d'autres domaines

&

-

Figure 14 : Diverses applications industrielles des lipases (Yao et al., 2021).

6.1.Détergence

Les lipases utilisées dans les lessives ont pour role d’éliminer les corps gras provenant des
fritures, beurres, sauces, huiles végétales, afin de se substituer aux produits chimiques et de
développer des détergents respectueux de I’environnement. De ce fait, plusieurs travaux se sont
intéressés a la recherche des lipases performantes et efficaces en tant que bio-additifs dans la
formulation détergente (Phukon et al., 2020; Gurkok et al, 2021; Enespa et al, 2022). En effet,
I’enzyme détergente doit relever des défis difficiles tels que : (1) le pouvoir d’agir a des
températures ¢levées (40°C-80°C), bien que la tendance soit aujourd’hui en faveur de
températures plus basses, (2) une activité optimale a pH alcalin et (3) la compatibilité avec les
composés du détergent (tensioactifs, agents de blanchiment, agents oxydants...) (Gurkok ef al,
2021). L’intérét de ’utilisation des lipases a été favorisé par deux critéres fondamentaux: la
baisse du taux de phosphate dans les détergents, pour lutter contre la pollution de
I’environnement, et la tendance, ces dernieres années, a laver a basse température dans un souci

d’économie d’énergie.
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La plus grande révolution dans 1’application des lipases est survenue en 1988, lorsque
Novozyme a introduit la lipase provenant de Humicola lanuginosa (aujourd’hui Thermomyces
lanuginosus) dans les produits de lessive domestique pour une meilleure élimination des
graisses sur les vétements (Boel et al., 1988). Il s’agit de la premiere lipase recombinante
produite et utilisée dans les détergents pour le dégraissage, et qui est commercialisée sous le
nom de Lipolase®. Par la suite, le nombre de brevets et de publications scientifiques sur les
lipases détergentes n’a cessé d’augmenter au cours des années 1990. Par exemple, en 1994,
certaines formulations détergentes, telles que Lumafast® (Genencor Int.) et Lipomax® (Gist-
Brocades) comprenaient des lipases du genre Pseudomonas et qui sont toutes deux
commercialisées par Genencor International. les recherches intensives sont toujours ¢laborées
pour obtenir des lipases qui peuvent remplacer partiellement ou complétement les ingrédients
détergents toxiques. Quelques travaux ont montré 1’efficacité des lipases thermoalcalines : une
lipase de Haloferax mediterranei stable dans les détergents commerciaux (Akmoussi-Toumi et
al., 2018), la lipase de Pseudomonas helmanticensis HS6 (Phukon et al., 2020) et la lipase de
Bacillus licheniformis (Zhao et al., 2021).

6.2.0léochimie

En plus de leur role naturel d’hydrolyse des liaisons ester carboxyliques, les lipases peuvent
catalyser les réactions de synthése d’esters par le processus d’estérification, d’interestérification
et de transestérification dans des conditions non aqueuses (Filho et al, 2019). La tendance
actuelle dans I’industrie oléochimique implique 1’utilisation de la lipase immobilisée pour
initier diverses réactions, telles que I’hydrolyse, ’alcoolyse et la glycérolyse a 1’aide de
substrats mixtes. En conséquence, la séparation et I’altération des graisses peuvent étre réalisées
sans investissement majeur dans des équipements coliteux ni dépense d’énormes quantités
d’énergie thermique (Choudhury et al, 2015). 11 a été rapporté que 1’utilisation de la lipase de
Streptomyces thermocarboxydus ME168 crée des esters de sucre a partir de divers substrats,
notamment le glucose, le fructose et différents esters vinyliques (Siebenhaller ef al., 2018). La
production du caprylate d’éthyle, un ardme alimentaire doux fruité-fleuri, a été¢ produit par

utilisation de la lipase immobilisée de la souche Bacillus subtilis EH37 (Enespa et al, 2022).
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6.3.Industrie alimentaire

Les graisses et les huiles sont des constituants importants des aliments. La valeur
nutritionnelle et sensorielle et les propriétés physiques d’un TG sont fortement influencées par
des facteurs tels que les positions sz de 1’acide gras sur le squelette du glycérol, la longueur de
la chaine de I’acide gras et son degré d’insaturations (Ghazani et al, 2018). Les lipases
microbiennes, grace a leur régiosélectivité sont capables de modifier les propriétés des lipides
en modifiant la localisation des chalnes d’acides gras dans les glycérides et en remplagant un
ou plusieurs acides gras par de nouveaux acides gras (Zorn et al., 2016). Le beurre de cacao a
une teneur ¢levée en matieres grasses, car il contient des acides palmitique et stéarique et un
point de fusion d’environ 37°C. Des TG analogues a ceux du beurre de cacao ont été synthétisés
par transestérification catalysée par la lipase de Rhizomucor mihei (Lipozyme®) (Huang et al.,
2021).Wang et al., (2019) ont rapporté la synthese du 1,3-dioléoyl-2-palmitoylglycérol, un TG
structuré qui pourrait remplacer la graisse du lait humain dans les préparations alimentaires
pour nourrissons, par [’utilisation d’une lipase commerciale nommée Lipozyme TL
(Thermomyces lanuginosus). Ce TG riche en acide palmitique en position sn-2 et en acide
oléique en positions sn-1,3 a été également été synthétisé par acidolyse catalysée par une lipase
commerciale de Rhizopus oryzae (Jiménez et al., 2010). Les lipases de Candida rugosa ont de
nombreuses applications dans 1’industrie alimentaire et aromatique et dans la production de
creme glacée (Ray, 2015). Dans les industries de 1’alimentation animale et des produits laitiers,
il existe une demande croissante de lipases pour améliorer la valeur de la viande et des produits
laitiers traités (Guerrand, 2017). Dans I’industrie laitiere, la lipase hydrolyse la matic¢re grasse
du lait ; cela pourrait grandement améliorer la saveur et le goit des produits laitiers et augmenter
leur valeur nutritionnelle. Une lipase purifiée a partir de Lactobacillus plantarum a été utilisée
dans la synthése d’aliments a base de fromage fermenté. La lipase peut également étre utilisée
pour améliorer la qualité des produits de boulangerie ; elle peut blanchir les pains plus foncés,
améliorer le goiit et la qualité des aliments cuits au four et prolonger leur durée de conservation

(Yao et al., 2021).
6.4.Production des monoglycérides

Divers domaines industriels tels que 1’agroalimentaire, la cosmétique ou la pharmaceutique,
utilisent les monoglycérides (MG) comme émulsifiants. La synthése de MG par un procédé
enzymatique est une approche respectueuse de 1’environnement. Les lipases hautement stables
dans un solvant organique offrent la possibilité d’employer diverses approches de la synthése

enzymatique de MG, telles que I’hydrolyse sélective ou 1’alcoolyse a 1’aide de lipases 1,3-
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régiospécifiques, comme la lipase B de Candida antarctica (Kavadia, 2017; Mustafa et al.,
2022). Les avantages de la synthése enzymatique sont des rendements plus élevés et des
conditions de réaction douces, ce qui se traduit par des produits de meilleure qualité et une

consommation d’énergie réduite (Collago et al., 2021).

La méthode chimique conventionnelle pour produire du MG implique la glycérolyse des
graisses et des huiles a des températures plus élevées (220-260°C) et a haute pression sous une
atmosphere d’azote tout en utilisant des catalyseurs alcalins inorganiques. Les principaux
inconvénients de ce processus comprennent une consommation d’énergie élevée, un faible

rendement et une mauvaise qualité du produit formé (Collago et al., 2021; Mustafa et al., 2022).
6.5.Médecine

Des études et des investigations intensives ont conduit les biotechnologistes a explorer les
lipases dans la thérapie de substitution, ou la déficience enzymatique (en cas de maladie). Dans
le corps humain, les lipases servent a la digestion des lipides alimentaires, facilitant ainsi leur
absorption dans I’intestin. Ainsi, un déficit en lipases entraine une malabsorption des graisses
et des vitamines liposolubles (Loli et al, 2015; Tsikis et al., 2022). Pour remédier a ce
probléme, la thérapie de substitution des lipases pancréatiques par voie orale a été suggérée
(Fieker et al., 2011; Antonini ef al., 2018). A titre d’exemple, la lipase de Yarrowia lipolytica
active a des pH acides de 4 a 7 et stable a la pepsine, a montré son efficacité dans la digestion
in vitro des TG dans un repas test et a permis de réduire in vivo les graisses fécales d’un animal
(mini-porc) atteint d’insuffisance pancréatique exocrine (Aloulou et al., 2015). D’autre part, les
lipases microbiennes sont utilisées dans la synthese de produits pharmaceutiques présents dans
les médicaments cardiovasculaires, antibiotiques et anticancéreux (Yadav et al., 2000; Thapa
et al.,, 2019). La lipase peut également contribuer au processus de résolution chirale des
médicaments; 1’estérification sélective facilite la séparation du mélange racémique et
I’isolement d’un seul énantiomére actif (Kumar et al., 2017). La séparation des isoméres de
I’ibuprofene présente les avantages de cette technologie. L’ester d’ibuprofene dégradé par la
lipase de Rhodothermus marinus DSM 4252 sous forme immobilisée pour produire de
I’ibuprofene (S)-énantiopur (Memarpoor-Yazdi et al., 2018). En effet, plusieurs substances
actives de médicaments, synthétisés chimiquement, tels que, le kétoproféne et ’aténolol se
trouvent sous forme de mélanges racémiques et la lipase de Candida rugosa a montré également
une efficacité dans la résolution de 1’aténolol racémique (Sikora et al., 2017). De plus, la lipase
de Serratia marcescens a été utilisée pour la résolution du kétoproféne (Long et al., 2007;

Contesini et al., 2020).

39



Synthése bibliographique

6.6.Traitement des eaux usées

Le traitement des eaux usées est un énorme défi en raison de la forte production d’eaux usées
de différentes industries, telles que 1’industrie laitiére, les abattoirs et les huileries, eaux qui sont
trés riches en matiéres grasses peu dégradables. Un traitement adéquat des eaux usées dépend
de divers facteurs, tels que la source de rejet des déchets (par exemple, industriels,
domestiques), la composition chimique (par exemple, les métaux lourds, la teneur en matiéres
inorganiques et organiques), les constituants en suspension et dissous dans les eaux usées (par
exemple, la force ionique ¢élevée, présence d’agents inhibiteurs). Ces dernieres sont reconnues
comme inhibiteurs lors du traitement en formant un film mince a la surface et en se solidifiant
a basse température. Par conséquent, I’hydrolyse de ces matériaux a 1’aide de lipases peut
améliorer I’efficacité du traitement des eaux usées. En effet, la lipase d’Aeribacillus pallidus a
montré une stabilité a 65°C, a pH 10, au solvant (50% de stabilité pendant 2 h). Cette lipase a
¢été recommandée pour 1’élimination de I’huile des eaux usées (Ktata et al., 2020). La lipase de
Streptomyces violascens a montré une efficacité hydrolytique envers les huiles d’olive, de
tournesol et de mais, et elle pourrait de ce fait étre utilisée pour le traitement des eaux usées
huileuses (Boran ef al., 2019). La lipase de Penicillium restrictum a montré une efficacité dans
le prétraitement des eaux usées de I’industrie de la viande (Rigo et al., 2008). La diminution de
la teneur en lipides et en mati¢res organiques dans les eaux usées laiticres a été étudiée a 1’aide
de la lipase de Penicillium citrinum (Alves et al.,2019). D autres lipases fongiques, appartenant
au genre Penicillium, Aspergillus et Rhizomucor, ont montré un potentiel d’utilisation dans le

traitement des eaux usées (Rodrigues et al., 2016; Nimkande and Bafana, 2022).
6.7.Biodiesel

I1 est généralement produit par une réaction de transestérification ou d’interestérification (les
réactions en-dessous) catalysée chimiquement ou par voie enzymatique, a partir des huiles
végétales et graisses animales, comestibles ou bon marché. Il peut également étre produit par
réaction d’estérification des acides gras avec un alcool a chaine carbonée courte comme le
méthanol ou I’éthanol. Ces réactions aboutissent a la formation d’un ester d’acides gras nommé
biodiesel, qui représente une alternative renouvelable et moins toxique au diesel issu du pétrole

(Thangaraj et al., 2019).
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La voie enzymatique est plus attrayante, en raison de la haute qualit¢ du produit, de la
réutilisation de 1’enzyme, des conditions douces et surtout de 1’impact environnemental.
La lipase microbienne la plus couramment utilisée pour la synthése de biodiesel provient de
Pseudomonas cepacia. La lipase de Proteus mirabilis est un catalyseur particuliérement
prometteur pour la synthése de biodiesel car elle produit des rendements élevés d’esters
méthyliques méme en présence de grandes quantités d’eau et s’exprime trés bien dans
Escherichia coli (Wang et al., 2021). La lipase des especes de Pseudomonas aeruginosa a été
utilisée dans la production de biodiesel avec différents types d’huiles (huile de jatropha, huile
d’olive, huile de soja et huile de Karanja). Les huiles de jatropha, d’olive, de soja et de Karanja
ont été converties en ester méthylique a 57,4%, 64,2%, 57,9% et 59,7% respectivement, en
utilisant la lipase de Pseudomonas aeruginosa apres 48 h de réaction (Bhan and Singh, 2020).
Les lipases de Candida rugosa, Pseudomonas cepacia et Pseudomonas fluorescens ont été aussi

utilisées pour la production de biodiesel (Wang et al., 2021).
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7. Immobilisation

Au cours des années 1950 et 1960, différentes méthodes d’immobilisation covalentes
d’enzymes ont été développées, a titre d’exemple la pénicilline G, I’acylase, I’invertase, les
lipases, les protéases (Homaei et al., 2013), et c’est au début des années 1970 que le terme
"enzyme immobilisée" a été défini (Goldman et al. , 1968; Weetall and Pitcher, 1986).
Aujourd’hui, dans de nombreux cas, les enzymes immobilisées se sont révélées tres efficaces
pour des utilisations commerciales (Homaei et al., 2013). Les caractéristiques souhaitables des
enzymes et leurs applications industrielles répandues sont souvent entravées par leur manque
de stabilité opérationnelle a long terme et de durée de conservation et par leur récupération et
leur réutilisation encombrantes (Pereira ef al., 2017). Généralement, la stabilité¢ des enzymes a
leur état libre (soluble) est limitée. De plus, étant solubles leur réutilisation serait difficile, ce
qui rend leur application a 1’échelle industrielle limitée et coliteuse (Chapman et al., 2018).
L’immobilisation des enzymes est devenue un procédé nécessaire dans plusieurs applications
industrielles en améliorant la récupération et la purification de ces biocatalyseurs pour leur
réutilisation. Elle favorise une meilleure stabilité a pH et températures élevés. L’ immobilisation
maintient aussi ’activité catalytique au cours du stockage (Chapman , 2018; Ben Bacha et al.,
2022)). Le procédé¢ d’immobilisation des enzymes dans le secteur industriel présente des

avantages et des inconvénients (Tableau 8).

Tableau 8 : Avantages et inconvénients de I’utilisation des enzymes immobilisées dans 1’industrie (Basso and
Serban, 2019).

AVANTAGES INCONVENIENTS
- Séparation facile des enzymes.

- Réutilisation des enzymes.

- Stabilité aux solvants organiques et aux températures
¢élevées.

- Utilisation dans des réacteurs en batch ou en lits fixes
sans nécessité de I'utilisation des membranes pour
séparer les enzymes du produit.

- Co-immobilisation possible avec d’autres enzymes.

- Réduction des couts de traitement.

- Cotits supplémentaires pour I’immobilisation et
pour le support.

- Rendement faible par rapport a celui pour
I’enzyme libre

42



Synthése bibliographique

Les différentes techniques d’immobilisation des enzymes se basent sur des principes
chimiques ou physiques (Figure 15). Les polymeéres inertes et les matériaux inorganiques sont

généralement utilisés comme matrices de support.

,7 Méthodes d’immobilisation —l
Chimiques
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Figure 15 : Différentes méthodes d’immobilisation (Modifiée d’aprés (https:/biochimej.univ-
angers.fr/Page2/COURS/3CoursdeBiochSTRUCT/4Biochimielndustrielle/1 BiochIndust.htm)).

7.1. Immobilisation physique

Les méthodes d’immobilisation physique comprennent le piégeage de I’enzyme dans des
polymeéres tels que 1’alginate et le polyacrylamide, I’adsorption sur un support organique ou
inorganique, et la micro-encapsulation ou ’enzyme se trouve a I’intérieur d’une capsule
sphérique (Zucca and Sanjust, 2014) (Figure 15). Dans ce cas, I’enzyme est fixée par des
liaisons réversibles de faible énergie (Van Der Waals, électrostatiques ou hydrogenes), et elle

peut étre détacher lors du processus de lavage (Cen et al., 2019; Mechri et al., 2022).
7.1.1. Adsorption

C’est la méthode la plus simple, rapide et rentable, qui consiste en la fixation réversible de
I’enzyme sur un support. Les enzymes sont fortement attachées ou adhérées a la surface d’un
support par la combinaison d’interactions hydrophobes et des ponts salins. Les matrices
utilisées sont hydrophobes comme les dérivés des polysaccharides, le verre et les polymeres
synthétiques (Thangaraj and Solomon, 2019). Cette technique nécessite généralement le

trempage du support dans une solution d’enzyme et 1’incubation pour laisser le temps a
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I’adsorption de se produire. En conséquence, une optimisation de certains parameétres, comme
le pH, la température, le temps de contact, I’agitation, la concentration en enzyme et la surface
spécifique du support, est essentielle pour empécher les phénoménes de désorption et de
dénaturation. Ensuite, les résidus d’enzymes non liées sont ¢liminés par lavage (Nur Royhaila
et al., 2015). L’immobilisation d’une lipase de Yarrowia lipolytica par adsorption sur octyl-
agarose et sur les billes de I’octadecyl-sepabeads a permis une grande stabilité de ’enzyme avec
un rendement ¢élevé par rapport a la lipase libre (Cunha ef al., 2008). Par ailleurs, une étude
réalisée sur la lipase de Candida rugosa immobilisée par adsorption sur un support poly(3-
hydroxybutyrate-co-hydroxyvalerate) montre que celle-ci donne une activité résiduelle de 94%
apres incubation pendant 4 h a 50°C avec réutilisation de 12 cycles (Cabrera-Padilla et al.,
2012). Une étude de I'immobilisation de la lipase de Candida rugosa par adsorption sur
I’hydroxyapatite a montré une conservation de 1’activité apreés 3 h a 60°C (Trbojevié Ivi€ et al.,

2016).
7.1.2. Piégeage dans une matrice de polymere

C’est une méthode d’immobilisation dans laquelle I’enzyme est piégée a 1’intérieur d’un
polymeére (gel ou film), notamment de 1’agar, du tri-acétate de cellulose, du chitosan, du
polyacrylamide, de I’alginate de calcium et du collagéne (Guo , 2019)(Figure 15). Ces supports
possedent le pouvoir de gélification, ils sont non toxiques et n’interagissent pas chimiquement
avec I’enzyme (Soleimani et al., 2012). Toutefois, le passage difficile a travers le réseau du
substrat reste I’inconvénient de cette méthode. Dans cette méthode, le parametre critique dans
la sélection d’une matrice est la taille des pores. En effet, si les pores sont trés larges, il y a un
risque de fuite de protéines. Cependant, ’espace doit étre assez suffisant pour assurer la
circulation du substrat et son transfert vers le site actif de I’enzyme. L’inclusion améliore la
stabilit¢ mécanique de I’enzyme et dans certains cas la thermostabilité et la tolérance aux

solvants organiques (Nur Royhaila et al., 2015).

L’immobilisation d’une protéase d’Aspergillus niger par inclusion dans un gel agar-agar, a
permis I’augmentation de la température optimale de I’enzyme de 50°C (protéase libre) a 55°C
(protéase immobilisée), et un maintien de 1’activité résiduelle de I’enzyme a 50% apres 8 cycles
de réutilisation (Sattar ef al., 2018). En outre, ’immobilisation d’une pectinase cenologique par
encapsulation dans 1’alginate de calcium a amélioré la stabilit¢ de I’enzyme jusqu’a 6 cycles
avec une activité résiduelle de 37%, sans changement de ’optimum de pH ni celui de la

température (Martin et al., 2019).
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7.2.Immobilisation chimique

L’immobilisation chimique consiste a créer des liaisons covalentes entre le support et des
groupements fonctionnels de I’enzyme (Figure 15). Les résidus qui sont impliqués dans cette
méthode peuvent étre soit I’histidine, 1’arginine ou 1’acide aspartique. La liaison covalente
empéche la dissociation de I’enzyme et donne une meilleure stabilité¢. En revanche, I’enzyme
peut perdre une partie de son activité par interaction du site actif avec le support (Torres et al.,
2018; Martins et al., 2019). La co-réticulation est parmi les méthodes d’immobilisation
chimiques. Elle consiste en la formation de liaisons covalentes intermoléculaires entre I’enzyme
et la matrice par ’utilisation des réactifs bi-fonctionnels comme le di-isocyanate et le
glutaraldéhyde ou par la création d’une liaison ionique entre I’enzyme et une matrice chargée
et fixation de I’enzyme a une matrice par affinité (Martins et al. , 2019). Cette technique est tres
utile, mais son inconvénient est qu’elle nécessite un pH alcalin (environ 10) pour améliorer de
la réactivit¢ des groupements nucléophiles présents a la surface des protéines. Certaines
enzymes perdent une partie de leur activité avec ce type d’immobilisation comme la lipase de

Candida rugosa (Rivero and Palomo, 2016).
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Matériel et méthodes

I. Matériel

1. Produits chimiques

La rhodamine B, I’acide taurodésoxycholique sodique (NaTDC), le diméthylsulfoxyde
(DMSO), la B-cyclodextrine (B-CD), la gomme arabique (GA), la membrane de transfert de
difluorure de polyvinylidéne (PVDF), le fluorure de phénylméthanesulfonyle (PMSF), le
fluorophosphate de diiodopropyle (DFP), I’acide 5,5’-dithiobis 2-nitrobenzoique (DTNB), le N-
¢thylmalémide (NEM), I’iodoacétamide, 1’oxyde de phénylarsine (PAO), le cycloheximide et
la gentamicine ont été obtenus aupres de Sigma-Aldrich Chimie (Saint-Quentin-Fallavier, France).
L’Orlistat (tétrahydrolipstatine), inhibiteur connu des lipases digestives, a €té¢ obtenu aupres de

Hoffmann-La-Roche Ltd (Bale, Suisse).
2. Lipides

Le glyceryl triacétate (TC2), le glyceryl tributyrate (TC4), le glyceryl trihexanoate (TC6), le
glyceryl trioctanoate (TC8) et I’huile d’olive ont été¢ obtenus auprés de Sigma Aldrich Chimie
(Saint-Quentin Fallavier, France). Les TG synthétiques ont été estérifiés avec de I’acide o
¢léostéarique (acide 97, 11E, 13 E-octadécatriénoique) soit en position sn-1 [1 a-éléostéaroyl-2, 3-
octadécyl-sn-glycérol (sn-EOO)] soit en position sn-3 [1,2-octadécyl-3-a-éléostéaroyl-sn-glycérol
(sn-OOE)] et sont décrits figure 16. L’acide a-éléostéarique, avec son triene conjugué, constitue
un chromophore intrinséque et confére des propriétés d’absorption dans 1’ultraviolet a cet acide
gras libre, ainsi qu’aux TG estérifiés par cet acide gras . Une liaison éther non hydrolysable, liée a
une chaine alkyle saturée n’ayant aucune propriété absorbante dans ’UV, a été introduite aux
autres positions sn du TG pour empécher la migration de la chaine acyle lors de la lipolyse (El

Alaoui et al., 2017).

o]
— —
(o]
017H35/\0— C17H35/\0—
—O/\C17H35 —0 ( "CirHzo
sn-EOO sn-O0E

Figure 16 : Structures chimiques de sn-EOO et sn-OOE. L’acide a-¢éléostéarique est marqué en jaune, relié¢ par une
fonction ester hydrolysable par les lipases. La chaine alkyle, liée par une liaison éther non hydrolysable, est représentée
en noir.
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3. Protéines

Les lipases sn-1,3 régiosélective de Thermomyces lanuginosus (Lipolase®), de Rhizomucor

miehei (Palatase® 20000 L), de Candida antarctica A (CALA) et de Candida antarctica B (CALB)

ont été fournies par Novozymes Biopharma DK A/S (Bagsvaerd, Danemark). La catalase (4000

U/mg), la protéinase-K P-5056, la Nisine, I’albumine de sérum bovin (BSA) et Lecitase® ont été

obtenues aupres de Sigma-Aldrich Chimie (Saint-Quentin-Fallavier, France). La cutinase de

Fusarium solani (FSC) et la lipase de Serratia sp. W3 (SML) ont été exprimées dans E. coli et

purifié¢e comme décrit précédemment respectivement, (Petersen et al., 1998 ; Eddehech et al.,

2021).

4. Souches microbiennes

=)

0O o

Penicillium crustosum Thom P22 : Cette souche a été¢ nouvellement isolée a partir de
margines d’olives issues d’une unité de trituration de 1’huile d’olive de la région orientale
du Maroc. Les séquences nucléotidiques des génes ARNr 5.8S, benA et CaM rapportées
dans cette étude ont été soumises respectivement dans les bases de données
GenBank/ENA/DDBIJ sous les numéros d’acces ON854673, ON854674 et ON854675.
Levilactobacillus brevis S27, Lactiplantibacillus pentosus S42, et Lactiplantibacillus
plantarum S62 sont des souches de LAB qui ont été isolées a partir de saumures d’olive
en fermentation traditionnelle. Les numéros d’accés de leurs séquences de génes d’ARNr
16S sont respectivement NR _044704.2, NR 029133.1 et NR _104573.1.

Rhodotorula glutinis UMP22 : Cette souche a été isolée a partir de saumures d’olive en
fermentation traditionnelle provenant d’une conserverie d’olives de table de la région
orientale du Maroc. La séquence nucléotidique du géne de I’ARNr 5.8S a été déposée dans
les banques de données GenBank/ENA/DDBJ sous le numéro d’accés ON209167.1
Listeria innocua CCUG 35613 : une bactérie mésophile aérobie isolée sur un chou.

E. coli ATCC® 10536™ : Cette souche MacLeod d’E. coli est une souche bactérienne
séquencée qui a des applications dans les tests bactéricides, les tests de stérilité et le

controle de la qualité.

E.coli TOP10 : [F~ mcrA A (mrr- hsdRMS- mcrBC) ¢80 lacZAMIS5 A lacX74 rACE1
araD139]. Cette souche porte le gene lacZAMI5 qui permet 1’a-complémentation,
permettant ainsi la sélection des colonies recombinante par criblage phénotypique
bleu/blanc, sur milieu contenant du 5 bromo-4-chloro-3-indolyl B-D-galactoside (X-Gal)
et d’isopropyl-B-D thiogalactopyranoside (IPTG).
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S BL21(DE3) : [F ompT gal dem lon hsdSs (r& ms) AMDE3) [lacl lacUV5-T7 géne 1 indl
sam7 nin5]. Cette souche E. coli BL21 (DE3), est une dérivée lysogeéne de la souche
classique E. coli , c’est-a-dire qu’elle contient le prophage ADE3 dont I’un des génes code
I’ARN polymérase du bactériophage T7 (sous le controle du promoteur lacUV5 inductible
par ’'IPTG). Ainsi, quand cette souche est transformée par un vecteur d’expression (comme
ceux de la famille pET) qui contient un promoteur fort (celui du bactériophage T7), cette
souche exprime la polymérase du bactériophage T7 qui est sous le contréle du promoteur
lacl. La résistance au chloramphénicol est conférée par un géne porté par le plasmide
pRIPL qui code des tRNA rares chez E. coli mais fréquents chez d’autres bactéries (ce sont

des codons GC riches qui sont codés).
5. Vecteurs de clonage et d’expression

< pGEM-T Easy (3015 pb) : Ce vecteur porte aussi le géne lacZ et un géne de résistance a
I’ampicilline. Il possede une base T a chaque extrémité 3’ permettant le clonage des
fragments PCR ayant une base A a I’extrémité 3'. Enfin, il permet I’utilisation des amorces
SP6 et T7 s’hybridant de part et d’autre du site de clonage, permettant le séquencage de la

séquence insérée (Figure 17).
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Figure 17 : Carte de restriction du vecteur de clonage pGEM-T Easy.

S pET28b(+) de 5368 pb de Novagen (Figure 18) permet I’expression de protéines
recombinantes dans le systéme procaryotique E. coli par induction a I’'IPTG. Il contient le
promoteur T7, les inserts clonés dans ce plasmide pET28b(+) sont donc sous la dépendance
de la T7 RNA polymérase. Le plasmide est présent de 15 a 20 copies par cellule et ce

plasmide confere la résistance a la Kanamycine (Kan).
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Figure 18 : Carte du vecteur pET28a(+).

6. Milieux de culture

+

*

Luria-Bertani (LB) contient pour 1 L: 10 g de tryptone, 5 g d’extraits de levure, 10 g de
NaCl et 15 g d’agar. Ce milieu est utilis¢ pour I’isolement des bactéries.

La gélose Dextrosée de pomme de terre (PDA) composée pour 1 L: 20 g de dextrose, 4 g
d’extraits de pomme de terre et 15 g d’agar, avec un pH ajusté a 5,6. Ce milieu est utilisé
pour I’isolement des levures.

Man, Rogosa, Sharpe (MRS) (Annexe A) est additionné de cyclohéximide a une quantité
de 0,01 g/100 mL, pour inhiber le développement des levures et des moisissures.

La gélose Mueller-Hinton (MH) est composée pour 1 L : 17,5 g d’hydrolysat acide de
caséine, 2 g d’extrait de viande, 1,5 g d’amidon soluble,15 g d’agar et additionné avec le
cyclohéximide a une quantité de 0,01 g/100 mL, pour inhiber le développement des
levures et des moisissures.

Le Milieu (M.LIPASE) est utilisé¢ pour, le suivi de production d’activité lipase et est
composé pour 1 L: 15 g de caséine peptone, 5 g d’extrait de levure, 5 g de NaCl, 2,5 g de
glucose, 3 g de KoHPO4, 1 g de KH2POy4, avec un pH de 7.4.

Le Milieu SOC est composé pour 1 L de tryptone 2%, extrait de levure 0,5%, NaCl 10
mM, KC1 2,5 mM, MgCl, 10 mM, MgSO4 10 mM et glucose 20 mM.

Les boites de Petri ensemencées contenant le milieu MRS, LB et MH sont incubées a 37°C

pendant 24 h, tandis que les boites contenant le milieu PDA sont incubées a 30°C pendant 2 a 5

jours.
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7. Appareillages

Les purifications de protéines ont été effectuées sur un appareil de chromatographie AKTA
prime FPLC équipé d’une colonne HiTrap™ Q-Sepharose Fast Flow (FF) (GE Healthcare, Bio-
Sciences AB, Uppsala, Suede) d’un volume de 5 mL. Les mesures des activités lipolytiques ont
été effectuées en utilisant I’appareil pH-STAT (Metrohm 702 SM Titrino, Herisau, Suisse). Les
cinétiques enzymatiques sur des TG adsorbés sur des puits de microtitration ont été suivies en

utilisant un lecteur de microplaques Tecan Infinite M200 Pro (UV-visible-fluorescence).

II. Méthodes
1. Isolement, criblage et identification des microorganismes producteurs des lipases a

partir des coproduits oléicoles
1.1.Biotopes et prélevement des échantillons

Le choix du biotope (coproduits oléicoles) a été décidé en se basant sur les hypothéses
mentionnées dans la section ‘‘introduction générale’’ (Cf. page 3). Ainsi, nous avons sélectionné

trois types de déchets (deux liquides et un solide) sur lesquels nos échantillons ont été prélevés:

% Saumures d’olives.
% Margine d’olives.

% Grignons d’olives.

Dix échantillons ont été prélevés, 2 de grignons d’olives (G et G2), 4 de margines d’olives (M1,
Mz, M3 et My) apportés de la région orientale du Maroc et 4 de saumure (So1,S07,524 et Sg1) d’une
conserverie d’olives de table située dans la zone industrielle d’Oujda. Les échantillons de grignons
d’olive et de margines ont été collectés de différentes unités de trituration des olives. Les

échantillons collectés ont été immédiatement transportés au laboratoire dans une glaciere a 4°C.
1.2.Criblage des souches productrices des lipases
1.2.1. Préparation des dilutions et des milieux de culture

Afin d’isoler les micro-organismes présents dans les échantillons prélevés, des la réception, des
quantités de 100 g ou 100 mL de chaque échantillon sont mises en suspension dans du milieu LB
(milieu d’enrichissement ) pendant 48 h a 30°C, afin de permettre la revivification des souches
endogénes de chaque biotope. Par la suite 1 mL de chaque échantillon est mis en suspension dans
9 mL d’eau distillée stérile et homogénéisé pendant 5 min par vortex. Des séries de dilutions
décimales (de 107" a 10”) ont été réalisées a partir de ces solutions méres. Des volumes de 100 uL

de chaque dilution sont ensuite ensemencés par étalement de surface sur quatre milieux de culture
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gélosés (LB, PDA , MRS et MH) additionnés apres autoclavage de 1% (v/v) d’huile d’olive et
0,001% (m/v) de rhodamine-B. Aprées incubation a 37°C pour les bactéries et 30°C pour les levures
et les champignons, 1’activité lipase est détectée en irradiant les plaques avec une lumiere UV a
350 nm. L’activité lipolytique est indiquée par I’apparition des halos fluorescents oranges autour

des colonies.
1.2.2. Numérations par comptage de colonies

Le dénombrement des colonies apparues n’est effectué que pour les boites révélant entre 30 et
300 colonies et pour les colonies montrant une activité lipolytique. Les résultats sont exprimés en

Unité Formant Colonie (UFC) selon la formule suivante :
N (U—FC) — (YXF)/V
mL
Avec :

N (UFC/mL) : Nombre d’Unité Formant Colonie par mL.
Y : Nombre de colonies comptées.

F : Facteur de dilution.

V : Volume étalé sur la boite (mL).

1.2.3. Purification

Aprés croissance, les colonies montrant une activité lipolytique ont été prélevées et
ensemencées a ¢puisement dans des boites différentes sur milieu PDA et MH, et les boites ont
ensuite ét¢ incubées a 30°C pendant 48 h pour les bactéries et 25°C pendant 72 h pour les
champignons. Les 88 isolats qui ont montré une activité lipolytique ont été revérifiés pour leur

activité sur les mémes milieux de culture mentionnés précédemment.
1.2.4.I1dentification des isolats

L’examen macroscopique a porté sur I’observation de 1’aspect des colonies (forme, taille,
pigmentation, contour, viscosité...). Le genre microbien (bactérie, champignon) de chaque isolat
est déterminé au microscope optique, a I’état frais, selon les étapes suivantes :

e D¢pdt entre lame et lamelle propres d’une suspension d’isolat microbien vivant.
e Mise au point a I’objectif x40 pour les champignons, et pour les bactéries une mise au
point a I’objectif x100.

Les bactéries isolées sont classées selon leur forme (cocci ou bacille) et selon la composition
de leur paroi cellulaire (Gram négatif ou Gram positif) en utilisant la méthode de coloration de
Gram, comme décrit (Gram, 1884) :

* Préparation d’un frottis bactérien fixé sur une lame.
* Coloration par le violet de gentiane pendant une minute.
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* Fixation par solution d’iode (lugol) pendant une minute.

* Décoloration par I’alcool 95% pendant 20 secondes.

* Recoloration a la fuchsine pendant une minute, puis ringage et séchage.

* Observation microscopique a I’aide de 1’objectif x100 (huile a immersion).

Le violet de gentiane se fixe sur les composants cytoplasmiques de toutes les bactéries et les
colore ainsi en violet et le lugol permet sa fixation. L’alcool sert a décolorer le cytoplasme des
bactéries qui seront dites «Gram négatives». En effet, celles-ci ont une paroi pauvre en
peptidoglycanes (plus fine) qui va laisser passer 1’alcool (molécule hydrophile), ce qui décolorera
le cytoplasme en éliminant le violet de gentiane. Au contraire, pour les bactéries & Gram positif,
la paroi constitue une barriere imperméable a 1’alcool, car elle est composée d’une couche de
peptidoglycanes plus épaisse et donc ces bactéries préserveront leur couleur violette. Ensuite,
I’étape de la contre-coloration a la fuchsine ayant pour but de donner aux bactéries a Gram négatif
précédemment décolorées une teinte rose permettant de les visualiser au microscope. Par contre,
les bactéries a Gram positif conservant la couleur violette, seront évidemment insensibles a cette
contre-coloration. La coloration de Gram permet donc de différencier la paroi bactérienne et de
scinder les bactéries en deux grands groupes (Gram positive ou Gram négative). Ces différences
de coloration et les différences de forme (bacille ou cocci) sont a I’origine de la classification des

bactéries.
1.2.5. Conservations des isolats

Les isolats, sélectionnés pour leur activité lipolytique, ont été conservés a -20°C dans les
milieux MH (bactéries) et PDA (champignons) avec 30% de glycérol. Cette méthode permet de

conserver les souches sur le long terme.
1.3.Suivi de production d’activité lipase

Les isolats sélectionnés présentant une activité lipolytique sur gélose contenant de 1’huile
d’olive et la rhodamine-B sont passés au crible quantitatif. Ainsi, les isolats sélectionnés sont
d’abord pré-cultivés dans des Erlenmeyers de 50 mL contenant chacun 10 mL de bouillon nutritif,
puis incub¢ a 37°C pendant 24 h pour les bactéries et a 25°C pendant 48h pour les champignons,
sous une agitation de 100 rpm. Ensuite, ces pré-cultures sont utilisées comme inoculum et sont
cultivées dans des Erlenmeyer de 250 mL contenant chacun 50 mL d’un milieu liquide
(M.LIPASE) comme décrit par Dheeman et al., avec des modifications mineures, les cultures sont
incubées sous agitation (120 rpm/min a 25°C pour les champignons et 30°C pour les bactéries ).
Ce milieu a été sélectionné apres avoir testé différents milieux liquides congus pour la production

d’enzymes lipolytiques. Des prélévements destinés a 1’extraction des lipases produites, la mesure
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quantitative de leur activité lipolytique et la quantification de la biomasse ont été effectués chaque
12 h. Les isolats sont centrifugés a 9400 x g pendant 20 min a 4°C. Les surnageants limpides
obtenus contenant 1’extrait brut d’enzymes sont utilisés pour la mesure de I’activité lipolytique a

I’aide d’un pH-STAT.

1.3.1.Mesure de ’activité lipase

L’activité lipase est mesurée en utilisant la technique du pH-STAT. Il s’agit d’'une méthode
potentiometrique basée sur la titration automatique et en continu des acides gras libérés par I’action
de lipase sur une émulsion de TG. La titration s’effectue par une solution de NaOH a 0,1M afin de
maintenir le milieu réactionnel a un pH de consigne constant. Le volume de soude versé est
proportionnel a la quantité des acides gras libérés. Des TG a chaine courte (TC2 et TC4), moyennes
(TC8) ou longues (huile d’olive) ont été utilisés. Chaque essai enzymatique a été effectué dans un
récipient thermostaté (37°C) contenant 0,5 mL de substrat TG et 14,5 mL du tampon Tris-HCI 0,3
mM (pH 9), 150 mM de NaCl et 2 mM de CaCl,. Lorsque I’huile d’olive est utilisée comme
substrat, elle est d’abord émulsifiée avec la gomme arabique en mélangeant 10 mL d’huile d’olive
avec 90 mL d’une solution de gomme arabique a 10% (m/v) préparé comme décrit par (Tiss et al.,
2001). L’activité enzymatique a été exprimée en unités internationales (1 UI correspondant a 1

umol d’acides gras libérés par min).

Un test spectrophotométrique en continu a été utilis€¢ pour déterminer la régiosélectivité de la
PCrL envers les TG en utilisant des TG chimiquement définis contenant I’acide a-¢léostéarique
en position sn-1 (sn-EOQO) ou en position sn-3 (sn-OOE) (voir Cf. 1.2 lipides section matériel et
méthodes). Ce test est basé sur I’augmentation de 1’absorbance UV de I’acide a-¢éléostéarique

libéré du fait du passage de 1’état adsorbé a I’état soluble dans le milieu lors de la lipolyse des TG.

Les puits des plaques de microtitration ont été recouverts de TG synthétiques comme décrit
précédemment (E1 Alaoui ef al., 2017). Les TG (sn-EOO et sn-OOE) en solution dans 1’hexane
sont déposés (dépdt de 100 uL a 0,5 mg/mL avec 0,001% de BHT) dans des puits de microplaques.
L’hexane est ensuite évaporé sous une hotte pendant 30 a 45 min afin d’obtenir un film homogene
de TG adsorbés au fond du puits. Les puits de microtitration sont d’abord rincés trois fois avec le
tampon réactionnel contenant 10 mM de Tris-HCI (pH 8,0), 6 mM de CaCl, 150 mM de NaCl, 1
mM d’EDTA et 2,5 mM de B-CD pour éliminer les composés non adsorbés et laissé€s s’équilibrer
avec le tampon de réaction (200 pL) pendant 10 min a 37°C. La lipase (0,65 pg) a ensuite été
injectée dans les puits de la plaque de microtitration et I’absorbance a 272 nm a été enregistrée a

intervalles réguliers de 1 min via un spectrophotometre de microplaque (Tecan Infinite M200 Pro),
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avec 5 s d’agitation de la plaque de microtitration avant chaque lecture. Les valeurs d’absorbance
enregistrées a 272 nm ont été comparées a un échantillon sans enzyme ne contenant que le tampon
seul, comme témoin. La vitesse enzymatique calculée en variation de I’absorbance par minute a
¢été convertie en activité spécifique (Ul/mg) en utilisant le coefficient d’extinction molaire apparent
de I’acide a-éléostéarique (5320 M! ecm™!) (El Alaoui et al., 2017). L’index de régiosélectivité
(RI%) envers les TG est calculé en utilisant I’équation suivante:

_ (Asn—£00 — Asn-00k)
" (Asn-r00 + Asn—o0x)

ou Asn-roo et Asr-o0E représentent les activités spécifiques de la lipase utilisant respectivement

RI x 100

sn-EOO et sn-OOE comme substrats.

1.4.Test d’estérification pour la lipase

L’estérification des acides gras par le méthanol, catalysée par une lipase, est un procédé
prometteur pour la production de biodiesel. Par conséquent, un test d’estérification de 1’acide
oléique par du méthanol, catalysée par la PCrL a été effectué. La réaction est réalisée dans un
flacon en verre hermétique, a 37°C sous une agitation a 150 rpm, pendant 24 h. Le mélange
réactionnel est composé de 500 U de lipase, 6 mL d’hexane et un rapport molaire de 3:1 méthanol
/ acide oléique. Un contréle de méme composition mais sans enzyme est réalisé dans les mémes
conditions. Des aliquotes sont prélevés toutes les 4 h pour déterminer le taux de conversion de la
réaction. Pour se faire, tout d’abord I’enzyme (immobilisée) est récupérée par centrifugation a 13
000 x g pendant 5 min a 4°C, puis les acides gras résiduels dans le surnageant (dans la phase
huileuse) sont dosés par une solution de KOH (0,1 M), en utilisant la phénolphtaléine comme
indicateur coloré. Les échantillons sont solubilisés dans I’éthanol avant la titration acido-basique.

Le taux de conversion est calculé comme suit (Nguyen and Kim, 2017):
1A1 —[A2
— X

A1 100

Degré de conversion (%) =

Avec:

- IA1 : Indice d’acide du controle
- IA2: Indice d’acide de I’échantillon apres estérification

1.5.1dentification moléculaire de la souche P22

L’isolat P22 a ét¢ identifié sur la base de caractérisations morphologiques macroscopiques et
microscopiques, comme décrit par Visagie et al (2014). Il a également été identifi¢ au niveau
moléculaire au Westerdijk Fungal Biodiversity Institute (CBS, Utrecht, Pays-Bas) avec : ’ADN
extrait a I’aide d’un kit d’isolement d’ADN microbien (Qiagen DNeasy Ultraclean™). Les
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fragments contenant les régions 1 et 2 de I’/7S y compris I’ADNr 5.8S, un géne partiel de la -
tubuline (benA) et des fragments contenant un gene partiel de la calmoduline (CaM) ont été
amplifiés et séquencés. L’amplification par PCR a été réalisée en utilisant la Taq polymérase.
L’amplification par PCR consistait en une dénaturation initiale de 5 min a 94°C, suivie de 35
cycles, chacun consistant en une dénaturation a 94°C durant 45 s, une hybridation a 55°C durant
45 s et une extension a 72°C pendant 1 min. La derniere étape d’extension a été réalisée a 72°C
pendant 7 min. Les produits de PCR ont été analysés sur gel d’agarose a 1% et révélés sous
éclairage UV grace a la fluorescence du bromure d’éthidium intercalé entre les fragments d’ADN.

Les amorces utilisées sont mentionnées dans le Tableau 7.

Les fragments de PCR ont été¢ séquencés dans les deux sens avec les amorces utilisées pour
I’amplification par PCR a I’aide d’un kit de séquengage ABI Prism® Big DyeTM Terminator v.
3.0 Ready Reaction Cycle. Les échantillons ont été analysés sur un analyseur génétique ABI
PRISM 3700, et les fragments ont été reconstitués utilisant les séquences directes et inverses avec
le programme SeqMan du package LaserGene. Les séquences ont été¢ comparées sur GenBank a
I’aide du programme BLAST, et dans la base de données de séquences interne du Westerdijk
Fungal Biodiversity Institute. Des analyses phylogénétiques et moléculaires ont été effectuées a
I’aide du logiciel Molecular Evolutionary Genetics Analysis (MEGA) v. 4.1. Les distances et le
regroupement ont été calculés a I’aide de la méthode de jonction des voisins. La topologie
arborescente des données de jonction voisine a été évaluée par analyse Bootstrap avec 100

rééchantillonnages.
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2. Procédure de purification

La production de la lipase de Penicillium crustosum Thom P22 (PCrL) est assurée sur le milieu
précédemment décrit (Cf. §1.3) Aprés 6 jours d’incubation a 25°C et 120 rpm, lorsque ’activité
lipasique était maximale, le mycélium a été filtré sur papier filtre Whatman grade n°1, taille 110

mm a 4°C. La purification de la PCrL est réalisée selon les étapes suivantes :
2.1.Précipitation au sulfate d’ammonium

Les protéines dans I’extrait brut ont été¢ précipitées avec du sulfate d’ammonium a une
concentration de 70% de saturation, sous agitation douce assurée par un agitateur magnétique, a
4°C pendant 1 h. Les protéines ont été recueillies par centrifugation a 12 000 x g pendant 20 min
et 4°C, remises en suspension dans un volume approprié¢ de Tris-HCI 50 mM a pH 8, additionnées
de NaCl 200 mM et de benzamidine 2 mM, et dialysées pendant une nuit contre du Tris-HCI 50
mM a pH 8 benzamidine 2 mM (tampon A) a 4°C.

2.2.Chromatographie d’échange d’anions

La chromatographie d’échange d’anions a été réalisée sur un systtme AKTA prime FPLC
équipé d’une colonne HiTrap™ Q-Sepharose FF (5 mL), pré-équilibrée avec du tampon A. Les
protéines adsorbées ont été ¢luées avec un gradient linéaire de NaCl (0-200 mM ) dans le tampon
A a un débit de 1 mL/min et des fractions de 1 mL ont été¢ récupérées. La concentration des
protéines a été estimée par mesure de 1’absorbance a 280 nm et 1’activité lipase a été mesurée sur
TC8 par la technique du pH-STAT dans les conditions optimales. Les fractions contenants
’activité lipase sont collectées et concentrées en utilisant un concentrateur centrifuge de 10 kDa

(Merck Amicon®, Beverly Hills, CA, USA).
2.3.Analyse des protéines
2.3.1.Dosage des protéines

Méthode de Bradford :
La concentration des protéines a ét¢ déterminée selon la méthode de Bradford (1976), en
utilisant un kit de réactifs de Bio-Rad Dye, USA et en utilisant de la BSA (Sigma Aldrich) comme

standard.

2.3.2.Electrophorése sur gel de polyacrylamide dans des conditions dénaturantes

Les fractions actives de lipase ont été analysées par €lectrophorese sur gel de polyacrylamide
(12%) en présence de dodécylsulfate de sodium (SDS-PAGE) en conditions dénaturantes selon la

méthode de Laemmli (1970) décrite pour visualiser les protéines séparées en fonction de leur
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masse moléculaire. Les protéines sont dénaturées a I’aide d’un tampon composé de 40 mM de
Tris/HCI (pH 6,8), 2% (m/v) de SDS, 20% (m/v) de glycérol, 1,7% (v/v) de B-mercaptoéthanol (p3-
ME) et 0,002% (m/v) de bleu de bromophénol et incubées a 95°C pendant 5 min. Le tampon de
migration est composé de 25 mM de Tris, 192 mM de glycine et 0,1% (m/v) de SDS (pH 8,3). Le
gel est coloré par une solution contenant le bleu de Coomassie R250 a 0,1% (m/v), dans 50% (v/v)
d’éthanol et 7% (v/v) d’acide acétique. Le gel est décoloré par une solution composée de 10% (v/v)

d’éthanol et 7% (v/v) d’acide acétique.
3. Séquencage des résidus de I’extrémité NH:-terminale de la PCrL

Les fractions protéiques sont d’abord séparées par SDS-PAGE, puis électrotransférées sur une
membrane PVDF a ’aide de la cellule de transfert électrophorétique Mini Trans-Blot Bio-Rad
selon les instructions du fabricant. Le transfert s’effectue sous ’effet d’un champ électrique a
100 V pendant 1 h, dans un tampon composé de 50 mM Tris-HCI, 50 mM borate (pH 8,3) et 20%
(v/v) d’éthanol. Par la suite, la membrane PVDF est rincée a I’eau distillée, colorée au rouge
Ponceau et les bandes protéiques sont excisées puis conservées a -20°C, avant d’étre analysées. La
séquence des résidus de I’extrémité NH»-terminale de la bande portant la protéine a été déterminée
par dégradation d’Edman automatisée a I’aide d’un séquenceur de protéines PPSQ-31B Shimadzu
(Kyoto, Japon) situé au sein de la plateforme protéomique de I'IMM, MaP IBiSA (Marseille,

France).
4. Expression de la PCrL et des lipases LAB dans E. coli BL21
4.1.Extraction d’ARN totaux de la souche P22 et extraction d’ADN de LAB

La souche Penicillium crustosum Thom P22 a été cultivée pendant 72 h a 25°C et les ARN ont
été extraits avec le Kit Monarch® Total RNA Miniprep (Biolabs) tel que décrit par le fabricant.
Les ARN isolés ont été quantifiés et stockés a -20°C. La quantification de I’ARN a été réalisée par

spectrophotomeétrie en utilisant un spectrophotometre NanoDrop 8000.

A partir de cultures microbiennes incubées pendant 24 h a 30°C des 3 LAB (Levilactobacillus
brevis S27, Lactiplantibacillus pentosus S42, et Lactiplantibacillus plantarum S62), nous avons
procédé a I’extraction d’ADN par le Kit Isolate II genomic DNA kit (A Meridian Life Science
company, Germany) tel que décrit par le fabricant. L’ADN isol¢ a été quantifié et stocké a -20°C.

La quantification de I’ADN a été faite a 1’aide d’un spectrophotomeétre NanoDrop 8000.
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4.2.Purification des plasmides par midi préparation

Le kit NucleoBond Xtra Midi (Macherey-Nagel) permet la purification de plasmides par
midipréparation. Il est composé d’une colonne contenant des billes de silice fonctionnalisées avec
du méthyl-amino-éthanol. Au pH utilisé, ces groupements sont chargés positivement, ce qui
permet la fixation de I’ADN chargé négativement a ce pH. Le culot bactérien est resuspendu en
présence de ribonucléase A, puis les bactéries sont lysées avec du dodécyl sulfate de sodium (SDS)
en conditions alcalines (pH 13), ce qui dénature I’ADN. Le lysat bactérien est ensuite rapidement
neutralisé par 1’ajout d’acide acétique, précipitant I’ADN génomique tandis que 1I’ADN
plasmidique reste soluble. Le mélangé hétérogene est filtré puis chargé sur une colonne
¢changeuse d’anions. Apres lavage de la colonne, I’ADN plasmidique est élué et précipité a
I’isopropanol. Afin de concentrer le plasmide, I’ADN précipité est retenu sur un filtre de 0,22 um
et lavé avec de 1’éthanol a 70%. La membrane du filtre est ensuite séchée et le plasmide est

finalement élu¢ avec de 1’eau.
4.3.Electrophorése sur gel d’agarose

L’¢lectrophoreése sur gel d’agarose est utilisée pour vérifier la taille des acides nucléiques
extraits ou amplifiés par PCR. Le gel composé d’agarose est dissout dans du tampon Tris, Acétate,
EDTA (TAE) et dont la concentration est choisie en fonction de la taille des fragments a analyser.
Du bromure d’¢éthidium (BET) est ajouté dans le gel en fusion a raison de 0,5 pg/ml afin de

visualiser les acides nucléiques par une fluorescence sous UV.

Avant le chargement des puits, les échantillons sont mélangés avec le tampon 6X DNA Loading
Dye de Fermentas™. L’¢lectrophorese est réalisée dans un tampon TAE 1X sous une tension de
100 V. Au terme de la migration, les bandes d’intérét sont visualisées sous lumiere UV sur un
appareil GelDoc™ de BioRad® et la taille des fragments est évaluée par comparaison avec un

marqueur de taille GeneRuler 1 kb DNA Ladder de la société Fermentas™.
4.4.Réaction en chaine par polymérase de transcription inverse (RT-PCR)

Les ADNc de la souche P22 ont été obtenus grace au kit RT-PCR (LunaScript® RT SuperMix
Kit (E3010)). La transcription inverse, réaction qui consiste a obtenir une molécule d’ADNc depuis
une matrice constituée d’ARN a été réalisée par la ““ reverse transcriptase ”. Les fragments d’ADN
complémentaires (ADNc) et ont ét¢ a leur tour utilisés comme matrice afin d’effectuer une

amplification spécifique d’un ADNCc précis.
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Le tube contenant le mélange réactionnel a été placé dans un thermocycleur PCR. Afin de
réaliser la réaction d’amplification (RT-PCR) selon le programme suivant :

- Une étape d’hybridation d’amorce : 2 min a 25°C
- Une étape de synthese de ’ADNc : 10 min a 55°C
- Une étape d’inactivation thermique de la transcriptase : 1 min a 95°C

4.5.Réaction en chaine par polymérase

Pour effectuer les amplifications, 1 ng d’ADN matrice est mélangé avec 0,2 mM de dNTPs, 1
mM de MgCl,, 0,4 uM de chaque amorce (voir Tableaux 9 et 10) et 0,5 unité de Taq polymérase
pour un volume final de 12,5 pL. La premicre étape de PCR consiste a dénaturer I’ADN a 95°C
pendant 5 min, puis trente cycles composés d’une premiere étape de dénaturation a 95°C pendant
30 secondes, puis d’une étape d’hybridation des amorces a 40°C pendant 30 s et d’une étape de
polymérisation des dNTP a 72°C pendant 1 min 30 s. Les acides nucléiques extraits ou amplifiés

par PCR ont été évalués par 1’¢électrophorése sur gel d’agarose.

Tableau 9 : Séquences et températures de fusion (Tm) des amorces utilisées pour ’amplification des séquences codant
la lipase de la souche P22. Orientation « For », sens, et « Rev », antisens.

N° Séquences Orientation Tm

554 5’GCAGACGCCGCTGCCTT3’ For 51°C
555 5’ATGTTGTTCAACTACCAZ’ Rev 47°C
556 5’TCAGCTCAGATAGCCACAACC3’ For 48°C
557 5’NSWNARRTANCCRCANCC3’ Rev 49°C

Tableau 10 : Séquences et températures de fusion (Tm) des amorces utilisées pour 1’amplification des séquences
codant d’une lipase chez les LAB . Les sites de restriction sont en Gras soulignés. Orientation « For », sens, et « Rev
», antisens.

N° Séquences Orientation Site de restriction Tm

542 5’ AGTCCCATGGAGATACGCACACTAGCT3’ For Ncol 52°C
543 5’ AGCAAGAATAGTACTGAAATCCTCGAGAGTC3 ' Rev Xhol 47°C
544 5’ AGTCCCATGGAATATGAGCAATTGAGATTAATGAC3’ For Ncol 49°C
545 5’ TTTGACGCAAGTGGACTTTAAACTCGAGAGTC3' Rev Xhol 49°C

4.6.Digestion des inserts et du vecteur et la ligation

Les inserts obtenus par PCR sont purifiés (Kit QIAquick de QIAGEN) par adsorption sur
membrane de silice, afin d’éliminer tous les sels indésirables restants de la réaction de PCR, ainsi
que les amorces restantes et les nucléotides libres (ANTP). L’ ADN purifi¢ est quantifi¢ en mesurant

I’absorbance a 260 nm par un spectrophotometre (Nanodrop).
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Les produits de PCR et le vecteur pET28b sont digérés par les enzymes adéquates (Tableau 10)
pendant 2 h a 37°C puis purifiés de la méme fagon que précédemment avec le kit « PCR
purification » QlAquick Spin, puis ils sont concentrés sous vide partiel pendant 2 h puis ’ADN
est quantifié. La ligation a été effectuée par la T4 DNA ligase, dans son tampon, pendant une heure
a température ambiante avec ~100 ng de vecteur et 5 U de ligase dans un volume final de 10 pL.
Les différentes ligations sont faites pour un rapport molaire vecteur : insert 1 :1 ou 1 :3, et avec un

controle négatif 1 :0 permettant de quantifier la re-circularisation du vecteur sur lui-méme.
4.7.Transformation de la souche Top10 d’E. coli

La transformation se fait par électroporation : 1 uL du milieu de ligation est mélangé avec les
bactéries Topl0 électrocompétentes préalablement préparées par lavages extensifs a 1’eau et les
cellules sont transformées par électroporation (2,5 kV pendant 5,9 ms) a I’aide d’un MicroPulser
(BioRad). Un volume de 300 pL. du milieu SOC y est ensuite ajouté, et les cellules sont incubées
pendant 30 min a 37°C sous agitation. Les cellules transformées (100 pL) ont été étalées sur du

milieu LB-agar contenant I’antibiotique Kanamycine a 100 mg/L final et incubées une nuit a 37°C.
4.8.Criblage des clones recombinants, culture et purification

Les clones sélectionnés sur boites de Petri ont été mis en culture dans 3 mL de LB avec
I’antibiotique pour 5 h a 37°C sous agitation. La vérification des transformants positifs a été faite
ensuite par PCR en utilisant la Taq polymérase directement sur 1 pL de culture.

Un clone contenant le plasmide recombinant a été cultivé pendant une nuit avec les
antibiotiques appropriés dans 200 mL de milieu LB et I’ADN plasmidique a été purifié par le kit
« Plasmid DNA purification » de Macherey-Nagel.

4.9.Expression de protéines recombinantes dans E. coli BL21(DE3) avec le plasmide
pET28b(+)

Une préculture pendant la nuit a 37°C est réalisée du clone transformé, sous agitation dans un
milieu LB contenant les antibiotiques appropriés (kanamycine (100 mg/L), chloramphénicol (20
mg/L)). Ensuite, la préculture est diluée au 20°™ pour étre inoculée dans un milieu LB dépourvu
d’antibiotique et les bactéries sont cultivées a 37°C jusqu’a atteindre une densité optique (DO) de
0,6 a 0,8 mesurée a 600 nm. L’expression des protéines est induite par I’ajout d’IPTG (1 mM final)
et les bactéries sont cultivées durant 3 h a 37°C ou 15 h a 4°C, sous agitation. Apres induction de
I’expression des protéines, les cellules d’une culture de 100 mL induite ont été récupérées par
centrifugation. Le culot a été ensuite incubé avec 1 mg/mL de lysozyme pendant 30 min a 4°C

dans un tampon contenant 50 mM de NaH>PO4 et 300 mM de NaCl a pH 7,4. Les cellules sont
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ensuite cassées par ultrasonication a I’aide d’un sonicateur (cycle 0,5, amplitude 70% pour 3 fois

3 min), et la fraction soluble a été récupérée par centrifugation a 10 000 x g pour 20 min.

L’expression et la pureté des protéines sont analysées par I’électrophorése sur gel de
polyacrylamide en présence de SDS (SDS-PAGE) (Laemmli 1970). Un aliquot de chaque culture,
équivalent a 100 pL d’une DO de 1, est centrifugé a 2000 x g et les cellules sédimentées sont
analysées par SDS-PAGE. Les culots sont resuspendus dans 15 pl de tampon de Laemmli
contenant 40 mM de Tris/HCI (pH 6,8), 2% de SDS, 20% de glycérol, 1,7% de B-mercaptoéthanol
et 0,002% de bleu de bromophénol puis les protéines sont dénaturées a 95°C pendant 5 min. Les

protéines sont ensuite séparées par SDS-PAGE.
5. Modélisation moléculaire et analyse de la structure de la PCrL

La modélisation moléculaire de la PCrL a été réalisée avec le logiciel Alphafold, ce logiciel
construit un modele homologue en plusieurs étapes successives. Il identifie les protéines
homologues avec une structure 3D connue en utilisant le logiciel d’alignement Psi-Blast. Il
propose a I'utilisateur tous les modeles possibles a travers une interface qui classe les structures
trouvées par degré d’homologie décroissant en donnant les scores pour le choix de la meilleure
cible. Il réalise 1’alignement entre la séquence proposée et celle de la structure 3D choisie. Il extrait
les contraintes géométriques (angles dihédraux et distances) pour les atomes correspondants entre
la séquence modele et la séquence cible. Il construit un modele 3D de la protéine en utilisant une
approche géométrique. Finalement il envoie les résultats a I’utilisateur. On peut obtenir plusieurs
modeles avec une échelle de contraintes. Générer plusieurs structures permet d’avoir une
estimation de la précision des mod¢les obtenus, et ceci en particulier au niveau des boucles et des

insertions-délétions.
6. Caractérisation biochimique de la PCrL
Les tests enzymatiques ont été effectués en utilisant la technique pH-STAT. La PCrL a été
injectée dans le récipient de réaction contenant le substrat TG émulsifié sous agitation vigoureuse.
6.1.Spécificité du substrat

La spécificité de substrat de la PCrL a été étudié en utilisant des TG avec différentes longueurs
de chaine : TC2, TC4, TC6, TC8 et huile d’olive. Nous avons utilisé la Palatase® 20000L et la

Lipolase®, qui sont deux lipases commercialisées pour la comparaison.
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6.2.Effets de la température sur I’activité et la stabilité de la PCrL

La température optimale d’activité de la PCrL et PCrL immobilisée a été déterminée a pH 9 et
dans une plage de températures variant de 10 a 80°C en utilisant le TC8 comme substrat. Les

activités relatives sont calculées (en%) par rapport a I’activité maximale obtenue (100%).

Les tests de stabilité thermique ont été effectués par incubation de la PCrL pendant 1 h a des
températures allant de 20 a 80°C, et I’activité résiduelle de I’enzyme a été mesurée dans des

conditions de test standard (pH 9 et 37°C).
6.3.Effets du pH sur Dactivité et la stabilité de la PCrL

Le pH optimal de la PCrL et PCrL immobilisée a ét¢ déterminé a un pH allantde 5a 11 a 37°C
en utilisant le TC8 comme substrat. La valeur maximale obtenue représente 100% d’activité.
L’effet du pH sur la stabilité de la PCrL a été déterminé en incubant I’enzyme a différentes valeurs
de pH, allant de 5 a4 11, pendant 1 h a 4°C en utilisant différents tampons a 50 mM : citrate (pH 5-
6), phosphate de potassium (pH 6-7), Tris-HCI (pH 7-9) et glycine-NaOH (pH 9-11). L’activité

enzymatique résiduelle a ét¢ mesurée dans des conditions de test standard (pH 9 et 37°C).

6.4.Effet des sels biliaires sur la PCrL

Afin d’¢étudier 1’effet des sels biliaires sur I’activité¢ PCrL, I’activité enzymatique a été¢ mesurée
dans des conditions de dosage standard en présence de concentrations croissantes de NaTDC (de

0 a 10 mM) en présence de 2 mM de Ca?" et en utilisant le TC8 comme substrat.

6.5.Etude de la dépendance aux ions Ca%* de la PCrL

L’activité lipase est mesurée dans les conditions optimales (37°C, pH 9) en présence de
concentrations croissantes en Ca?" (de 0 a 10 mM) en utilisant le TC8 comme substrat. Un essai
de I’activité lipase est effectué en absence de Ca*" et en présence de 10 mM EDTA qui posséde un

fort pouvoir chélatant. Les activités obtenues sont exprimées en U/mg.

6.6.Effets de divers ions métalliques sur la stabilité de la PCrL

Ainsi les effets de divers ions métalliques sur la stabilité de la PCrL sont étudiés en incubant la
lipase dans le tampon approprié en présence de I’un des ions métalliques avec (Ca?", Mn?*, Mg?",
Fe?*, Cu?*, Zn?" et Co?") sous forme de sels a une concentration finale de 5 mM, pendant 1 h a
37°C. L’activité enzymatique est alors mesurée dans les conditions standards avec le TC8 comme
substrat. Les activités résiduelles sont converties en (%) par rapport a I’activité lipase du controle

(PCrL incubée dans les mémes conditions sans ajout d’aucun ion métallique).
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6.7.Effets des inhibiteurs, des agents réducteurs, des réactifs chélateurs sur I’activité PCrL

Les effets de I’Orlistat, du PMSF, du DFP, du chlorhydrate de benzamidine, du DTNB, du
NEM, de I’iodoacétamide, du PAO, de ’EDTA, de '’EGTA, du B-ME et du DL-DTT, sur la
stabilité de la PCrL ont tous été étudiés en pré-incubant la PCrL purifiée pendant 1 h a 37°C avec
chaque réactif. L.’Orlistat (53 uM dilué dans du DMSO) a ét¢ injecté quelques minutes apres 1’ajout
de la lipase et I’activité PCrL a ensuite été enregistrée en continu. Un contrdle contenant 1’enzyme
sans ajout de I’Orlistat est incubé sous les mémes conditions. Les activités obtenues sont exprimées
en Unité enzymatique par mg de protéines (U/mg) et sont converties en (%) par rapport a ’activité

lipase du controle.

6.8.Performance enzymatique de la PCrL
6.8.1. Effet des solvants organiques sur la stabilité de la PCrL

La stabilité aux solvants organiques de la PCrL par rapport aux deux lipases commercialisées
la Palatase®™ 20000L et la Lipolase® a été étudiée en incubant la préparation enzymatique avec
divers solvants organiques, ayant différents coefficients de partage (Log P), a 25% (v/v) pendant
24 h a 37°C avec une agitation constante de 200 tr/min (Salwoom et al., 2019). Log P est une
mesure quantitative de la polarité du solvant qui peut étre utile pour déterminer la stabilité des
enzymes dans les solvants organiques (Laane ef al., 1987). Des aliquots ont été prélevés aux
intervalles de temps requis pour tester 1’activité restante. Le mélange réactionnel sans aucun additif
a ¢été pris comme témoin (100%). Les solvants organiques utilisés ont été classés selon leurs
valeurs de Log P: m-hexadécane (8.,8), n-décane (5,6), iso-octane (4,5), n-hexane (3,5),
cyclohexane (3,3), toluéne (2,5), chloroforme (1,97), n-hexanol (1,8), n-butanol (0,88), acétate
d’éthyle (0,73), isopropanol (0,28), acétonitrile (-0,15), éthanol (-0,24), méthanol (-0,76),
diméthylformamide (DMF, -1,03) et DMSO (-1,35). Enfin, les activités mesurées sont converties
en (%) par rapport a I’activité lipase du controle (enzyme incubée dans les mémes conditions sans

ajout de solvants organiques).

6.8.2. Effet de certains additifs détergents sur la stabilité de la PCrL

La stabilité de la PCrL en présence de plusieurs additifs détergents disponibles au laboratoire
et dans des détergents commerciaux connus a été déterminée apres incubation de PCrL pendant 1
h a 37°C. Les additifs détergents utilisés dans ce travail étaient tels que décrits récemment (Mechri
et al.,2022) : zéolithe, STPP (Sodium tripolyphosphate), SDS, NaxCMC, Na>,COs3, Tween (20, 40,
60 et 80), Triton X100, TAED (Tétraacétyléthylénediamine), NaBOs, H.O,, SAFOL 23F7,
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Dehydol® LT 7, SURFAC® LM 30, NEODOL® 25-7, Galaxy (LAS, LES 70, 110 et CAPB Plus),
TERGITOLTM NP-9, SURFACTANT, FINDET® AR/52, anti-mousse, formol, Tinopal® CBS-
X, Sulfacid K, Marlipal® 31/90, EDTA, Parfums de classe I et II, Propylbétaine et NaOH 50%.

6.8.3. Compatibilité de la PCrL avec les lessives

Pour étudier la compatibilité de la PCrL avec certains détergents a lessive solides ou liquides
disponibles dans le commerce, les effets de ces détergents sur la stabilité de 1a PCrL ont été évalués
et comparés a ceux de la Palatase® 20000L et de la Lipolase®. Nous avons utilisé différentes
marques de détergents : Ariel® (Procter et Gamble, Suisse), OMO® (Unilever), Pro-Clean, New
Dex, Class, Nadhif, EcoVax, Maison Det, New Det, Dixan, Skip, Dipex, X-Clean, Fino. La
compatibilité¢ a été déterminée comme détaillé précédemment (Mechri et al., 2022). En bref,
chaque détergent a lessive commercial a été dissout dans de 1’eau du robinet pour atteindre une
concentration de 7 mg/mL et traité pendant 1 h a 65°C pour désactiver les lipases endogenes. La
PCrL (500 U/mL) a été ajoutée par la suite et la solution est incubée sous agitation pendant 1 h a
37°C avec chaque détergent commercial. L’activité PCrL résiduelle a ét¢ mesurée dans des
conditions de test standard. Enfin, les activités mesurées sont converties en (%) par rapport a
I’activité lipase du controle (PCrL incubée dans les mémes conditions sans ajout d’aucun détergent

commercial).

6.8.4. Analyse des performances de lavage de la PCrL

Les performances de lavage de la PCrL en tant que bio-additif dans la formulation de détergents
a lessive ont été évaluées sur des morceaux de tissu de coton blanc (6 X 6 cm) tachés de jaune
d’ceuf ou de sauce tomate. Chaque morceau de tissu taché est placé dans 1’un des cinq flacons

Erlenmeyer de 250 mL (A, B, C, D et E), contenant un volume de 100 mL de :

(A)Eau du robinet (controle négatif).

(B) Eau du robinet + 7 mg/mL du détergent Ariel®.

(C) Eau du robinet + 7 mg/mL du détergent Ariel®.+ 500 U de la Palatase® 20000 L
(D)Eau du robinet + 7 mg/mL du détergent Ariel®.+ 500 U de la Lipolase®

(E) Eau du robinet + 7 mg/mL du détergent Ariel® + 500 U de la PCrL.

Les enzymes potentielles endogeénes dans le détergent Ariel sont inactivées par la chaleur. Les
cinq flacons sont ensuite incubés a 37°C, sous une agitation de 200 tr/min pendant 30 min. Apres
lavage, les morceaux de tissu sont retirés, rincés a 1’eau distillée, séchés et soumis a une
observation visuelle pour examiner les effets des lipases sur 1’é¢limination des taches de jaune

d’ceuf ou de sauce tomate (Akmoussi-Toumi et al., 2018).
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L’huile d’olive a été extraite avec de I’éther de pétrole pendant 6 h a I’aide d’un extracteur
Soxhlet apreés I’évaporation compléte de 1’éther de pétrole de I’extrait. Le pourcentage d’huile

d’olive éliminée a été calculé a 1’aide de 1’équation suivante (Saraswat et al., 2017):

(masse de l'huile d'olive totale avant lavage (mg) — masse de l'huile d'olive totale apres lavage (mg)
masse de l'huile d'olive totale apres lavage (img)

Elimination d'huiled'olive(%) = x 100

6.9.Immobilisation
6.9.1. Protocole d’immobilisation par adsorption

La lipase pure a ét¢ immobilisée par adsorption sur le CaCOs3 et Celite 545 selon le protocole
décrit par Ben Bacha et al., (2022). Tout d’abord, un volume de 1 mL d’enzyme pure (5000 U/mg
mesurées dans les conditions optimales en utilisant la TC8) est mis en contact avec 1 g de CaCOs
ou Celite 545, sous agitation a 4°C. Le temps d’incubation a été optimisé en réalisant quatre essais
d’immobilisation, chacun incubé pendant une durée déterminée (30 min, 1 h, 2 h ou 3 h). Ensuite,
le mélange est filtré sur papier Wattman et lavé deux fois avec 10 mL d’acétone a froid (-20°C).
Enfin, I’enzyme immobilisée est séchée dans un dessiccateur sous vide a température ambiante
pendant 6 h et stockée a 4°C jusqu’a utilisation. Le rendement de ’activité lipase immobilisée (Ri)
a été défini comme le rapport de I’activité (exprimée en unité totale, UT) adsorbée récupérée a la
fin de la période d’immobilisation divisée par I’activité lipase soluble totale initialement ajoutée a
1 g de support :

L'activité lipase de l'enzyme immobilisée en (UT) < 100

1 =
L'activité lipase de la solution enzymatique initiale en (UT)

6.9.2. Protocole d’immobilisation par encapsulation et adsorption-encapsulation

L’immobilisation de la PCrL a été effectuée moyennant deux méthodes (encapsulation et
adsorption-encapsulation). Nous avons procédé dans ce travail soit a ’utilisation de sodium
alginate seul, comme support organique ou a [’utilisation de sodium alginate combiné a d’autres
supports soit inorganiques (zéolite) (dans ce cas on parle du support hybride) soit organiques et

naturels (chitosane).

Préparation du mélange enzyme-support : L’alginate de sodium a été dissout dans 1’eau dé-
ionisée chaude stérilise sur un filtre de 0,45 pm. Le mélange obtenu est placé pendant 1 h a 4°C
pour refroidissement et dégazage. La PCrL purifiée (300 pL, a 0,11 mg/mL) est ajoutée a 700 pL
du tampon approprié (Tris-HCI 0,3 mM (pH 9) contenant 150 mM de NaCl et 2 mM de CaCl,).

Par la suite, 1’alginate sodium (3 mL a 2%, m/v) est ajouté a la solution enzymatique. Si on va
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utiliser le sodium alginate combiné a un autre support, 300 pL d’enzyme purifiée sont incubés
avec 700 pL du I'un des supports (kaolin (1%), zéolite (1,2%) et chitosane (0,8%)), pendant 2 h a
4°C et ajoutés par la suite a la solution d’alginate de sodium (3 mL). Dans les deux cas, les

mélanges obtenus sont homogénéisés pendant 1 h a froid sous agitation douce.

Préparation des billes

Apreés homogénéisation, la préparation des billes se fait manuellement a 1’aide d’une seringue
de 10 mL. Elle consiste a pomper le mélange (enzyme-support) goutte a goutte dans une solution
de CaCl, 200 mM. Les billes sont immédiatement gélifiées par la réticulation entre les ions Ca**
et I’alginate de sodium. Les billes obtenues sont rincées 3 fois a 1’eau déminéralisée puis laissées
sur un papier Wattman et exposées a I’air libre pour sécher. Aprés séchage et pesée, les billes sont
placées dans un tampon approprié et stockées a 4°C pour un usage ultérieur.

Calcul des rendements

a) Détermination de ’activité retenue dans les billes

L’activité enzymatique retenue dans les billes (RA ou Recovery activity) définit le pourcentage
de I’activité de I’enzyme immobilisée par rapport a 1’activité enzymatique initiale. Ce rendement

est déterminé selon 1’équation suivante :

RA (%) = X 100

I
(A-B)
A: Charge enzymatique initiale (U/mL dans | g de bille)

B: PCrL non liée (U/mL dans 1 g de bille)
I: PCrL liée (U/mL dans 1 g de bille)

b) Détermination du rendement d’immobilisation
Le rendement de 1I’immobilisation ou 1’efficacité d’immobilisation, IY désigne 1’activité de

I’enzyme récupérée dans les billes aprés immobilisation.

(A—B)
IY (%) = ———x 100

A: Charge enzymatique initiale (U/mL dans 1g de bille)
B: PCtL non liée (U/mL dans 1 g de bille)

6.10.Spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier

Le principe de la spectroscopie infrarouge (IR) repose sur I’absorption de la lumiére par la
plupart des molécules dans la région de I’IR du spectre électromagnétique et en convertissant cette
absorption en vibration moléculaire, cette absorption du rayonnement IR par le matériau de
I’échantillon est mesurée en fonction de la longueur d’onde (sous la forme de nombres d’onde,
typiquement de 4000 a 600 cm™). La spectroscopie IR a transformée de Fourier en mode réflexion

totale atténuée (FTIR-ATR) fournit des informations chimiques sur 1’échantillon. L’avantage du
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FTIR en mode ATR est la possibilit¢ de mesurer des échantillons opaques qui absorberaient

fortement ou présenteraient d’autres problémes en mode transmission ou réflectance.

La FTIR-ATR a été utilisée pour déterminer et analyser la composition chimique de la PCrL
soluble et immobilisée. L’expérience a été réalisée a 1’aide d’un spectrophotometre Jasco 4700-
ATR dans le domaine spectral compris entre 4000 et 500 cm™! avec une résolution de 4 cm!. Cette
technique a permis de collecter simultanément des données spectrales suite a I’immobilisation de
la PCrL en comparant le profil de I’enzyme libre par rapport a celle sous forme immobilisée

différents supports.

6.11.Diffraction des rayons X

La technique de diffraction des rayons X (DRX) a été utilisée pour ’identification de phase des
deux formes (encapsulation et adsorption-encapsulation) PCrL. L’expérience a été menée a I’aide
d’un XRD-6000 (SHIMADZU, Kyoto, Japon) dans la plage de 26, un angle de 10°-65° en utilisant
le rayonnement Cu Ka (A = 0,154 nm) et une vitesse de balayage de 4°/s En utilisant la formule
de Scherrer, la taille des cristallites du plan a été évaluée comme suit :

D=KA/Bcosb

ou, D signifie la taille des cristallites (nm); K est la constante de Scherrer (K = 0,89) ; B est la

hauteur & mi-largeur du pic de diffraction ; et 0 est ’angle de diffraction des indices de Miller

associés (hkl).

6.12.Microscopie électronique a balayage

La microstructure des billes préparées de I’enzyme (PCrL) immobilisée a été observée par
microscopie électronique a balayage (MEB) a I’aide d’un appareil JEOL-JSM7001F. La distance
de travail a été atteinte a 6 mm (la distance entre 1’échantillon et I’objectif) et le filament MEB a
été exécuté a des courants variables, suivant une tension de 5 kV lors de 1’utilisation de divers
grossissements. La composition ¢élémentaire a été déterminée par spectroscopie a dispersion

d’énergie des rayons X.
6.13.Parametres thermodynamiques de I’inactivation thermique de la PCrL

L’énergie de désactivation (Eq) est dérivée du diagramme d’Arrhenius en tragant Ln (kd) par
rapport a temps de demi-vie (ti2) en degrés Kelvin. Ln (kd)= f (1/T). Les paramétres de
désactivation de PCrL libre et immobilisée [constante de désactivation (kd), temps de demi-vie

(ti2), I’énergie d’activation impliquée dans la dénaturation thermique (Ed) et le temps de réduction
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décimale (D)] ont été calculés a partir des données de stabilité thermique (Gomes et al., 2020;
Mechri et al., 2022). D a été défini comme le temps nécessaire pour une réduction de 90% de
I’activité ou 1-log10 d’activité initiale de la lipase PCrL a une température donnée. La dénaturation
enzymatique thermodynamique a été déterminée par réarrangement de 1’équation du taux absolu
d’Eyring dérivée de la théorie de 1’état de transition, comme suit :

(ky XT)  —tHg A5
dszeRxT X e R

ou ky correspond a la constante de Boltzmann (1,38 % 10-23 J/K), T est équivalent a la

température absolue en Kelvin (K), h est la constante de Planck (6,626 x 10-34 Js), R est la
constante universelle des gaz parfaits (8,314 J/K/mol), AHq est I’enthalpie de dénaturation et ASq
I’entropie de dénaturation. Pour les calculs de I’AHq4, de I’ASq et de 1’énergie libre de Gibbs de

dénaturation (AGq) du systéme de réaction enzymatique, les équations suivantes ont été utilisées :

AH; = E, — RT
—RT Ln (kg % h)
Aba = k, X T
AH; — AG
AS, :%

7. Etude de Pactivité antimicrobienne des LAB envers des micro-organismes cibles
7.1.Préparation de surnageants acellulaires de souches LAB

Le surnageant acellulaire (CFS) des souches LAB a été préparé a partir de leur culture obtenue
apres 48 h d’incubation a 37°C en bouillon MRS. Aprés une centrifugation des cultures, 4000 x g
pendant 10 min a 4°C, le CFS a été ajusté a un pH 7 avec une solution de NaOH (4M) pour obtenir
un surnageant neutralis¢ (NCFS). Le CFS et le NCFS obtenus ont été stérilisés par filtration a

I’aide d’un filtre de 0,2 um (Sartorius, Allemagne) et stockés a 4°C pour des futures utilisations.
7.2.Effet de la catalase et de la protéinase-K sur ’activité antimicrobienne des souches LAB

Le NCFS des souches LAB a été traité avec de la catalase et de la protéinase-K. La catalase
(4000 U/mg, Sigma-Aldrich) a été stérilisée par un filtre de 0,2 pm (Sartorius, Allemagne), puis
ajoutée au NCFS a une concentration finale de 1 mg/mL, puis incubée pendant 2 h a 37°C, pour
¢liminer I’effet du peroxyde d’hydrogéne. Afin de vérifier la nature protéique des molécules
bioactives du SCF, le NCFS a été traité avec la protéinase-K P-5056 (Sigma-Aldrich), diluée dans
un tampon Tris-HC1 50 mM (pH 7,5) a une concentration finale de 2,5 pg/mL. Le NCFS traité a
la protéinase-K a été stérilisé par un filtre de 0,2 um, puis incubé pendant 2 h a 37°C. La protéinase-

K a été inactivée par chauffage a 65°C pendant 10 min.
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7.3.Activité antimicrobienne des souches LAB en utilisant la méthode de superposition

L’activité antimicrobienne des souches LAB (Lb. brevis S27, Lb. pentosus S42 et Lb. plantarum
S62) a été déterminée par la méthode de superposition d’agar d’Aween et al. (2012). En bref, des
cultures d’une nuit de souches LAB ont été inoculées sur des boites de gélose MRS, puis incubées
a 37°C pendant 48 h. Par la suite, les boites ont été recouvertes de 15 mL de gélose MH (gélose a
0,75%) ou de 15 mL de gélose YEG (gélose a 0,75%), préalablement inoculées avec 10° UFC/mL
de L. innocua et E. coli ou R. glutinis, respectivement. Apres incubation a 37°C pour les bactéries
et 25°C pour R. glutinis pendant 24 h, la zone d’inhibition (ZI) a ét¢ mesurée (mm). Tous les tests

ont été réalisés en triple exemplaire.

7.3.1. Activité antimicrobienne des souches LAB en utilisant 1a méthode de diffusion en

puits

L’activité antimicrobienne des surnageants et des protéines précipitées des souches LAB contre
les agents pathogénes a été¢ déterminée en utilisant la méthode de diffusion en puits de Barefoot
and Klaenhammer (1983). Les cibles (L. innocua, E. coli et R. glutinis) ont été ensemencées avec
une concentration de 10® UFC/mL sur gélose MH pour les bactéries et gélose YEG pour la levure.
Les puits réalisés sur le milieu ont été chargés avec 65 pL de surnageants (CFS, NCFS, NCFS
traité a la catalase ou NCFS traité a la protéinase K) et les protéines précipitées des souches LAB.
La nisine (Sigma-Aldrich) (1 mg/mL) et le cycloheximide (0,01 mg/mL) ont été utilisés comme
témoins positifs pour L. innocua et R. glutinis, respectivement, dans le cas du test de précipitation
de protéines. Ensuite, les cultures ont été incubées & 37°C pendant 24 h pour les bactéries, et a
25°C pendant 24 h pour R. glutinis. Les ZI des cibles obtenues autour des puits ont été mesurées

(mm). Tous les tests ont été réalisés en triple exemplaire.
7.3.2. Concentration minimale inhibitrice de CFS concentré de souches LAB

La concentration minimale inhibitrice (MIC) de CFS concentré 10 fois (10xCFS), a été
déterminée dans un bouillon MH. Le CFS obtenu, a partir d’une culture des LAB de 48 heures
d’incubation a 37°C apres une centrifugation a 4000 x g pendant 10 min a 4°C et concentré 10 fois
a 30°C en utilisant un concentrateur SpeedVac (Eppendorf™ Concentrator Plus, avec pompe a
vide a membrane). Les concentrations du 10xCFS obtenu (2, 4, 4,5, 5, 5,5, 6, 8 et 10% (v/v)), par
dilution dans de I’eau distillée, ont été stérilisées sur filtre 0,2 pm et ajoutées au bouillon MH (2
mL), puis inoculé avec une concentration de 10° UFC/mL de la cible (L. innocua, E. coli ou R.
glutinis). Les cultures ont été incubées a 37°C pendant 48 h pour les bactéries et a 25°C pendant

48 h pour R. glutinis, et la plus faible concentration de 10xCFS ne montrant aucune croissance

69



Mateériel et méthodes

microbienne visible de la cible a été enregistrée comme valeur MIC. Toutes les expériences ont
été répétées 3 fois.
7.3.3. Etude quantitatif de I’activité antimicrobienne des souches LAB

L’étude quantitatif de I’activité antimicrobienne de Lb. brevis S27, Lb. pentosus S42, et Lb.
plantarum S62 a été réalisée en microplaque 96 puits, selon la méthode de Barman et al., (2018).
En bref, chaque puits a été chargé avec 175 puL de bouillon MH et 5 uL de culture d’une nuit (10°
UFC/mL) de la cible (L. innocua, E. coli ou R. glutinis). Les cultures ont été incubées a 37°C pour
les bactéries et 25°C pour R. glutinis. Aprés 7 h d’incubation, un volume de 20 pL. de valeur CMI
(4,5%, v/v) de chaque type de surnageant de Lb. plantarum S62 (10xCFS, 10xNCFS) et un
précipité de protéines ont été ajoutés aseptiquement a la culture, et la gentamicine (0,1 mg/mL) et
le cycloheximide (0,01 mg/mL) ont été utilisés comme témoins positifs contre les bactéries et la
levure, respectivement. Au cours de I’incubation, la croissance des souches cibles a été¢ déterminée
en mesurant sa DO a 600 nm, apres 3 h d’ajout de I’agent antimicrobien, a I’aide d’un lecteur de
microplaques (Thermo Multiskan EX Microplate Photometer) contr6lé par un ordinateur a 1’aide
de I’Ascent Logiciel. Le controle négatif contenait la culture de cibles sans ajout d’antimicrobien.
La réduction de la croissance de la biomasse des souches cibles a été calculée par la différence
entre les valeurs de DOgoo obtenues, aprés 10 h de culture, en 1’absence (témoin négatif) et en

présence de surnageant LAB.
7.4.Analyse SDS-PAGE de peptides antimicrobiens obtenus des souches de LAB

Le CFS (50 mL) de chaque souche LAB, obtenu par centrifugation a 4000 % g pendant 10 min
a4°C de souches LAB cultivées en bouillon MRS a 37°C pendant 48 h, a été¢ additionné de sulfate
d’ammonium a 80% de saturation sous agitation et maintenu pendant une nuit a 4°C pour précipiter
les protéines. Le précipité a été recueilli par centrifugation (9400 % g pendant 20 min a 4°C) et
dissous dans 5 mL de solution saline tamponnée au phosphate (pH 7,4). Le précipité de protéines
obtenu a été analysé par électrophorese sur gel de polyacrylamide (12%), comme précédemment

(section 2.3.2).
7.5.Application des souches LAB antimicrobiennes dans la conservation des aliments
7.5.1. Bioconservation du lait

Le 10xCFS de Lb. plantarum S62 a été testé pour son effet bioconservateur contre les agents
pathogenes (L. innocua et E. coli) du lait de vache UHT, acheté sur le marché local (Oujda, Maroc).
par la méthode de Bajpai et al., (2016). En bref, 8,9 mL de lait ont été inoculés avec 10° UFC/mL

de souches cibles (L. innocua ou E. coli) puis 1 mL de valeur MIC (0,45% pour L. innocua et de
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0,5% pour E. coli) de 10xCFS de Lb. plantarum S62 a été ajouté dans le lait et un test sans 10xCFS
a également été utilis€ comme témoin. Au cours de I’incubation, a 37°C pendant 48 h, la
concentration cellulaire des souches cibles a été déterminée par la méthode des unités formant

colonies (UFC/mL). Tous les tests ont été réalisés en triple exemplaire.
7.5.2. Bioconservation de la feuille de Pastilla

L’effet bioconservateur de Lb. plantarum S62, contre R. glutinis, a été¢ évalué sur des feuilles
de Pastilla, achetées sur le marché local (Oujda, Maroc). Pour cela, des morceaux de feuille de
Pastilla (5 cm de diametre) ont été découpés aseptiquement et introduits dans des boites de Petri
stériles, puis stérilisés par lumiere UV pendant 30 min dans une enceinte de sécurité
microbiologique (PSM-II). Aprés stérilisation, 0,5 mL de CFS, 10xCFS, NCFS ou 10xNCFS ont
été pulvérisés sur chaque échantillon de feuille de Pastilla. Des échantillons de feuilles de pastilla
additionnés de 0,5 mL de cycloheximide (0,01%, m/v) ou d’eau distillée (0,5 mL) ont été utilisés
comme témoins. Par la suite, les échantillons de feuilles de Pastilla ont été inoculés au centre avec
10 UFC/mL de R. glutinis, puis incubés a 25°C pendant 72 h, et le diamétre de la zone de
croissance de R. glutinis sur la feuille de Pastilla a ét¢ mesuré (mm). Tous les dosages ont été

réalisés en triple exemplaires.
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Résultats et discussion

Chapitre I : Isolement, criblage et identification de
souches microbiennes a partir des coproduits oléicoles
surproductrices de TG lipases d’intérét industriel et
biotechnologique
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1. Introduction

Les coproduits ol€icoles contiennent des microorganismes peuvent étre utilisés dans plusieurs
applications, grace a leurs propriétés biotechnologiques telles que leur capacité a produire des
enzymes (Nimkande and Bafana, 2022). Certains auteurs ont décrit la biodiversité microbienne
des écosystémes oléiques et ont examiné ses activités enzymatiques a des fins industriels (Misbah
et al., 2019). Dans ce sens, le défi consiste, actuellement, a découvrir des enzymes qui répondent
convenablement aux contraintes techniques et économiques des procédés de biocatalyse
industrielle moderne a savoir des lipases robustes, résistantes et actives. Les enzymes sont des
catalyseurs naturels, de plus en plus nécessaires dans divers domaines industriels et bioprocédés
(Salgado et al., 2022). L’optimisation de production des biocatalyseurs est généralement faite par
la méthodologie de plan d’expérience. Ce sont des plans d’organisation des essais expérimentaux
dans le but de connaitre le comportement du résultat (réponse) a partir de la variation des facteurs
choisis.

Dans ce chapitre, nous avons sélectionné des isolats lipolytiques intéressants et nous avons
essay¢ par la méthodologie de plan d’expérience de les optimiser. La production des lipases par
les souches lipolytiques est influencée d’une part, par les conditions physiques a savoir la
température, le pH et I’aération et d’autre part, par la composition chimique des milieux de culture
(Aachapa et al., 2021). En fait, un milieu de culture doit contenir une source de carbone, une source
d’azote et des sels minéraux nécessaires pour la croissance et pour 1’induction de I’enzyme (Ku et
al., 2009). 11 doit également contenir des substances inductrices de la production d’enzymes et des

facteurs de croissance, susceptibles d’intervenir dans le métabolisme des substrats utilisés.

2. Analyse microbiologique et criblage des microorganismes producteurs des lipases (test

qualitatif)

Les analyses microbiologiques des coproduits oléicoles ont porté sur le dénombrement de la
flore mésophile aérobie totale (FMAT), des levures et des moisissures, et des Bacillus. Les
résultats concernant le dénombrement des colonies montrant 1’activité lipolytique ou non apparues
sur les géloses LB, PDA, MRS et MH apres ensemencement et incubation, sont présentés sur le
tableau 11. II est a noter que les échantillons de margines (M1, M2, M3 et M4) contiennent plus de
microorganismes producteurs de ’activité lipolytique (9 10°,14 10°, 9 10° et 16 10° UFC/mL,
respectivement), ils sont suivis des saumures (Sgi, S24, So7 €t So1) avec une charge microbienne de
microorganismes producteurs de I’activité lipolytique respectivement (6 10°, 7 10°, 0 et 5 10°

UFC/mL). Les grignons (G et G2) contiennent une charge microbienne de 4 10° et 5 10° UFC/mL,
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respectivement. La différence entre la charge microbienne des 3 biotopes, sur les quatre milieux

gélosés, est statistiquement significative (P<0,0001).

Tableau 11 : Charge microbienne de la FMAT, levure et moisissures et de Bacillus obtenue dans les dix échantillons

testées.
FMAT (UFC/g)/(UFC/mL) Bacillus (UFC/g)((UFC/mL) L(e[VJ“Frgjg‘;j (I[nj%lg/ssm‘ffs
Nombre Nombre montrant Nombre = Nombre montrant Nombre  Nombre montrant
Total I’activité lipolytique Total I"activité lipolytique Total  I’activité lipolytique
M: 1,57 10° 210° 2108 210 0,9 107 510°
M  2,410° 310° 1,510° 210 1,75 107 910°
M;  1,2510° 210° 1,1 108 310° 0,85 107 410°
Ms  2,710° 410° 1,9 10° 310° 1,25 107 910°
Echantillons Sei 1,68 10° - 1,6 10° 210 1,3 108 410°
S 2,28 107 - 0,6 10° 310° 0,64 10° 410°
Sor 1,55 108 - 0,6 10° - 0,64 10° -
Soi  2,510° - 1,2 10° 210 1,6 10° 210°
G 4510° - 1,510° 310° 0,78 10° 110°
G: 3,610° - 1,2 10° 410 0,87 10° 110

FMAT: Flore mésophile aérobie totale
Les échantillons de margines sont nommés (Mi,M2,M3 et M4) ; Les échantillons de saumures sont nommés (Sgi, S4,
So7, So1) ; Les échantillons de grignons sont nommés (G1,G2).

A partir des 10 échantillons prélevés, nous avons purifié un total de 88 isolats qui ont montré
une activité lipolytique apres exposition des boites de Petri (milieu de révélation) a la lumiére UV,
Parmi eux, 48 isolats proviennent de margines (54.6%), 30 isolats sont issus de grignons (34,1%)

et 10 isolats dérivent des saumures d’olives (11.4%) (Figure 19).

Figure 19 : Répartition des microorganismes producteurs de lipase selon leur biotope d’origine.
Les 88 isolats ont montré une activité lipolytique, et ont des aspects macroscopiques différents.
Les huit isolats qui ont montré des halos fluorescents les plus intenses autour de leurs colonies,

ont été sélectionnés pour la suite du travail.
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Ces 8 isolats sélectionnés ont montré des halos fluorescents les plus intenses sur le milieu gélosé
a base de I’huile d’olive et de la rhodamine-B (Figure 20). Parmi eux, 3 isolats proviennent de
margines (P22, P74 et G40) et 3 sont isolés a partir de grignons (B37, B38 et B53) et 2 isolats

proviennent de saumures (G58 et G110).

Figure 20 : Halos fluorescents des huit isolats, producteurs de lipase, sur gélose a base de la rhodamine-B et d’huile
d’olive.

Ces isolats ont fait I’objet d’une identification phénotypiques basée sur des études
macroscopiques et microscopiques, les résultats montrent qu’il s’agit de deux Penicilium sp. (P22
et P74), de trois Geotrichum sp. (G40, G58 et G110), deux Bacillus sp. (B36 et B37) et d’un
Staphylococcus sp. (B53) (Figure 21).

Champignons Bactéries

Penicillium sp. Geotrichum sp. Staphylococcus sp. Bacillus sp.

o p

Etude
macroscopique

Etude
microscopique

Figure 21 : Observations macroscopique et microscopique (%40 pour les champignons et x100 pour les bactéries) de
chaque genre des isolats isolés.
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Les 8 isolats sélectionnés sont mis en culture liquide dans le milieu (M.LIPASE) a 37°C pour
les bactéries et 25°C pour les champignons sous agitation a 120 rpm, puis 1’activité enzymatique

est mesurée toutes les 12 h.

D’autres auteurs (Mouncif et al., 1993) ont déja isolé des microorganismes lipolytiques a partir
de coproduits oléicoles marocains. De méme, Ertugrul et al., (2007) ont isolé¢ 13 bactéries
lipolytiques a partir de margines (Turquie). De plus, Salgado et al., (2020) ont isolé la levure
productrice de lipase Magnusiomyces capitatus a partir de margines (Portugal). Baffi et al., (2012)
ont également isolé 19 champignons producteurs de lipase a partir de grignons et de fruits d’olives
(Espagne), appartenant principalement aux genres Penicillium, Mucor, Rhizopus et Aspergillus.
Misbah et al., (2019) ont isolés 22 isolats (12 sont des levures, 8 sont des bactéries et 2 sont des
moisissures) a partir de coproduits oléicoles (margine, grignons et eau de lavage), les isolats ont
montré des halos fluorescents autour de leurs colonies. En fait, les coproduits oléicoles vu leur
composition riche en lipides, constituent un environnement favorable pour les microorganismes

lipolytiques.
3. Suivi de la production d’activité lipasique par les souches sélectionnées

La cinétique de production d’activité lipase des 8 isolats sélectionnés est présentée sur la figure
22. Les résultats montrent que les 8 isolats sont capables de produire une activité lipase sur le
milieu de culture liquide utilisé, les niveaux de production de 1’activité lipase vont de 1,5 a 60
U/mL, en utilisant le TC8 comme substrat a I’aide de la technique pH-STAT dans des conditions
d’essai standard. Le taux le plus élevé est obtenu par les isolats du genre Penicillium sp. P22 et
P74 (60 et 55 U/mL, respectivement) apres 6 jours de culture (Figure 22A), suivis des isolats du
genre Geotrichum sp (G110, G58 et G40) ont montré une activité lipasique maximale apres 7 jours
de culture de 7, 5,5 et 3,2 U/mL, respectivement (Figure 22B). L’isolat du genre de Staphylococcus
sp. (B53) a montré une activité lipase de 2,5 U/mL apres 3 jours de culture, enfin les isolats du
genre Bacillus sp. (B37 et B38) ont montré I’activité lipasique la plus faible de 2 et 1,5 U/mL,

respectivement apres 3 jours de culture (Figure 22B).
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Figure 22 : Cinétique de production de la lipase par les isolats sélectionnés. (A) Isolats du genre Penicillium sp. P22
et P74. (B) Isolats du genre Geotrichum sp (G110, G58 et G40), Staphylococcus sp. et Bacillus sp.

Parmi les isolats de Penicillium qui ont montré 1’activité lipase la plus élevée, la souche P22 a
¢été choisie pour une étude biochimique et moléculaire plus approfondie. Penicillium sp P22 a fait
I’objet d’un suivi de cinétique de croissance et de production de lipase (Figure 23). Les résultats
montrent que I’isolat P22 est capable de se développer sur le milieu de culture liquide utilisé. En
effet, le taux le plus ¢élevé est obtenue par I’isolat P22 est de 60 U/mL apres 6 jours de culture
(correspond a 5,6 g/L du poids sec de la biomasse). Les profils cinétiques montrent également que
la production de lipase augmente avec 1’augmentation de la croissance cellulaire, atteignant son

maximum au début de la phase stationnaire et commencant a diminuer par la suite (Figure 23).
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Figure 23 : Cinétique de croissance cellulaire et de production de lipase de I’isolat P22, aprés culture en milieu liquide
(M.lipase). La culture a été réalisée dans des flacons Erlenmeyer de 250 mL, comme décrit a la section Matériel &

Meéthodes (section 1.3). L’activité lipase a été mesurée en utilisant le TC8 comme substrat. Chaque point de données
(écart-type moyen) est le résultat d’expériences en triplicats.
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Les résultats trouvés montrent d’une part, que le taux de production d’enzymes différe d’une
souche a I’autre et selon la période d’incubation. D’autre part, la production de la lipase par la
souche P22 dépend de sa croissance cellulaire dans le milieu . En effet, Turati ef al., 2022 ont
montré que la production de lipase a partir de Penicillium sp. section Gracilenta CBMAI 1583
augmente rapidement pendant la phase logarithmique de la courbe de croissance et atteint le
maximum (0,8 U/mL) aprés 3 jours d’incubation avec une biomasse correspondante de 2 g/L ;
aprés 3 jours d’incubation I’activité lipase diminue progressivement. En revanche, une période
d’incubation de 3 jours a été suffisante pour que Penicillium citrinum PKB20 produise 1’activité
lipase maximale (8 U/mL), aprés 3 jours d’incubation [D’activit¢ enzymatique diminue
graduellement (Bardhan et al., 2019). Par ailleurs, la souche d’Aspergillus terreus a montré la
production maximale de lipase extracellulaire (12 U/mL) aprés 6 jours de culture, ce qui
correspond au début de la phase stationnaire (2 g/L). Apres cette période, I’activité lipase

commence a diminuer (Mahmoud et al., 2015).

Les profils cinétiques obtenus dans cette étude peuvent varier si la composition du milieu et les
conditions de culture varient. En fait, divers facteurs influencent la production d’enzymes et la
croissance microbienne, notamment les sources de carbone et d’azote, le pH initial du milieu, la
température d’incubation, la taille de I’inoculum, I’agitation, les ions métalliques et les inducteurs

(Abbas et al., 2017; Misbah et al., 2019).
4. Identification moléculaire et construction de I’arbre phylogénétique de la souche P22

L’identification de la souche P22 isolée était fondée sur des méthodes morphologiques et
moléculaires. L’observation morphologique de I’isolat P22 montre qu’il s’agit d’un champignon
filamenteux, caractérisé par des hyphes septiques, des conidiophores et des structures conidiennes
présentant des vésicules et des stérigmates. Ces caractéristiques sont semblables a celles des
especes de Penicillium sp. Afin d’obtenir plus de détails pour I’identification de I’isolat P22, une
approche moléculaire a été adoptée. Un séquengage de 3 genes (I7S, benA et CaM) (les séquences
des 3 génes sont indiquées dans I’Annexe 1 ) a été réalisé. Les résultats de BLAST ont montré
qu’il s’agissait de Penicillium crustosum (identité de séquence a 99%) avec 1’alignement le plus
proche indiquant une connexion possible avec Penicillium section Fasciculata. Pour confirmer
son placement phylogénétique dans Penicillium, les séquences combinées (/7S, benA, et CaM) ont
¢été alignées avec celles des souches types appartenant a la section Fasciculata et aux sections
étroitement liées Penicillium, Ramosa, et Brevicompacta. Dans ’arbre phylogénétique qui en
résulte (Figure 26), I’isolat non identifi¢ P22 est placé dans un clade monophylétique composé

exclusivement de souches de Fasciculata de section et soutenu par 71% des échantillons bootstrap.
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Par conséquent, 1’isolat P22 est classé en grappes de Penicillium section Fasciculata avec la
souche Penicillium crustosum CBS 115503NT et la souche Penicillium solitum CBS 424.89NT
(appuyé par 92% des échantillons bootstrap). Les analyses de séquence de la région /751-5.8S-
ITS2 (879 bp), ainsi que des génes benA (480 bp) et CaM (329 bp), indiquent la présence de trois
genes isogénes (ON854673, ON854674 et ON854675, respectivement). L’isolat appartenant a
I’espece crustosum du genre Penicillium section Fasciculata est nommé Penicillium crustosum

souche P22.
65 Penicillium brevicompactum strain CBS 257.29NT (AY484912. AY674437. AY484813)
Penicillium kongii strain AS 3.153297 (KC427191. KC427171. KC427151)
Penicillium neocrassum strain MUM 06.1607 (DQ645805. DQ645794. DQB45809)
Penicillium fennelliae strain CBS 711.68NT (JX313169. JX313185. JX313151)
Penicillium bialowiezense strain CBS 227.287 (EU587315. AY674439. AY484828)
-Penicillium olsonii strain CBS 232.60NT (EU587341. AY674445. DQ658165)
Penicillium tularense strain CBS 430.697 (AF033487. KC427175. JX313135)
Penicillium spathulatum strain CBS 1171927 (JX313165. JX313183. JX313149)
80 Penicillium soppii strain CBS 226.28N" (AF033488. DQ285616. KJ86T002)
—L_|:Psnfd!!fum tunisiense strain MUM:17.627 (MG586956. MG586970. MG586974)
61 Penicillium virgatum strain CBS 1148387 (AJ748692. KJ834500. KJ866992)
62 Penicillium kojigenum strain CBS 345.617 (AF033489. KJ834463. KJB6T011)

70 '————— Penicillium ribium strain CBS 1278097 (DQ267916. DQ285625. KJBG6995)
Penicillium chrysogenum strain CBS 306.48NT (AF033465. AY495981. JX996273)
92 Penicillium expansum strain CBS 325.48NT (AY373912. AY674400. DQ911134)
100 Penicillium italicum strain CBS 339.48NT (KJ834509. AY674398. DQ911135)

-Penicillium verrucosum strain CBS 603.74NT (AY373838. AY674323. DQ911138)
Penicillium commune strain CBS 311.487 (AY213672. AYB74353. dq911132)
Penicillium polonicum strain CBS 222.28NT (AF033475. AY674305. KUB96848)
Penicillium solitum strain CBS 424.89NT (AY373932. AY674354. KUB96B51)
| Penicillium crustosum Thom strain P22 (ON854673. ONB54674. ON854675)
100 Lpgnicillium crustosum strain GBS 1155038 (AF033472. AY674353. DQ911132)
Trichocoma paradoxa strain CBS 788.837 (JN899398. KF984556. KF984670)

s0| |
5

n

92

]
0.02

Figure 24 : Arbre phylogénétique basé sur une phylogénie combinée pour les séquences de génes I7S51-5.8S-17S2,
benA et CaM montrant la position de la souche Penicillium crustosum Thom P22 dans la grappe qui comprend les
especes Penicillium. Les séquences de la souche Trichocoma paradoxa CBS 788.83 (GenBank accession no. :
JN899398) ont été choisies comme hors groupe. Barre, 0,02 substitutions par position de nucléotide. Les nombres aux
noeuds (> 50%) indiquent le support des branches internes dans I’arbre obtenu par 1’analyse bootstrap (pourcentages
de 100 bootstraps). Les numéros d’accession GeneBank sont présentés entre parenthéses. T, souche ex-type; HT,
souche holotype; NT, souche néotype.

La culture du champignon Actinomycota de I’isolat P22 a été déposée dans les Collections
Coordonnées Marocaines de Microorganismes (CCMM) conformément aux Regles du Code
Bactériologique (révision 1990) telles que révisées par I’ICSP lors des sessions plénieres a Sydney
et a Paris, au « Centre National pour la Recherche Scientifique et Technique (CNRST) », Rabat
(Maroc), et au Westerdijk Fungal Biodiversity Institute (WFDI), Royal Netherlands Academy of
Arts and Sciences (KNAW), Uppsalalaan, Utrecht (Pays-Bas) sous les authentiques numéros de
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culture : CCMM M185 et CBS : 21.150/Det, respectivement. Les séquences nucléotidiques des
genes ARNr 5.8S, benAd et CaM rapportées dans cette étude ont été soumises dans les bases de

données GenBank/ENA/DDBJ sous les numéros d’accés ON854673, ON854674 et ON854675.

L’observation morphologique de la souche P22, ainsi que 1’approche moléculaire, ont indiqué
qu’il s’agissait de Penicillium crustosum. L’ITS est le code barre d’ADN recommandé pour les
champignons (Visagie ef al., 2014); cependant, ce marqueur n’est pas suffisamment variable pour
distinguer toutes les especes étroitement apparentées de Penicillium (Seifert et al., 2007; Ouhibi
et al., 2018). Pour cette raison, la B-tubuline est un meilleur marqueur discriminant qui permet
d’identifier Penicillium au niveau de I’espece (Visagie et al., 2014; Ouhibi et al., 2018). L’analyse
de Bootstrap a révélé que les valeurs de nceud variaient de 50 a 99% dans tous les groupes,
démontrant leur robustesse, comme indiqué ailleurs (Houbraken et al., 2014; Yilmaz et al., 2014;

Rong et al., 2015).
5. Conclusion

Les résultats présentés dans ce chapitre, montrent la richesse microbienne des coproduits
oléicoles collectés a partir de 1’unité de trituration d’olives et conserverie d’olives de tables. Une
communauté microbienne hétérogéne de 88 isolats a pu étre identifiée comme composée
principalement de 48 isolats provenant de margines (54.6%), 30 isolats sont issus du grignon

(34,1%) et 10 isolats dérivent des saumures d’olives (11.4%).

De plus, parmi les 8 isolats montrant les halos les plus intenses sélectionnés, un isolat est
identifi¢é comme Penicillium crustosum Thom P22 montrant la production de lipase la plus élevée
en milieu liquide (60 U/mL). La caractérisation biochimique de la lipase produite par cette souche
sera étudiée dans le chapitre suivant, afin de prédire ses performances dans diverses applications

biotechnologiques, notamment la détergence et la synthése organique.
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Chapitre II : Purification, caractérisation biochimique et
immobilisation de la lipase de Penicillium crustosum
Thom P22 : Evaluation des performances en tant que

bioadditifs dans les formulations des détergents et
biocatalyseurs en synthése organique
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1. Introduction

Des protéines purifiées sont nécessaires pour de nombreuses études fondamentales, notamment
les études structurelles et les dosages biochimiques in vitro. Les protéines peuvent étre obtenues a
partir de tissus ou, plus souvent, par leur surexpression dans un organisme mod¢le, comme des
bactéries, des champignons ou des cellules de mammiféres en culture. La purification des protéines
consiste a isoler des protéines, sur la base de différences dans leurs propriétés physiques. L’objectif
d’un systeme de purification des protéines est de conserver autant de protéines fonctionnelles que
possible avec le moins de contaminants possible. Le systéme de purification des protéines doit étre

optimisé pour achever ce processus en un minimum d’étapes.

Les lipases sont I’un des groupes les plus important d’enzymes industrielles. Elles représentent
environ 30% du marché total des enzymes. La recherche de lipases utiles avec une activité et une
spécificité distincte reste un défi permanent pour diverses applications industrielles telles que la
détergence et I’agro-alimentaire (Bharathi and Rajalakshmi, 2019). L’utilisation d’enzymes dans
les formulations de détergents est désormais courante dans les pays développés, avec plus de la

moitié des détergents disponibles contenant des enzymes (Hasan ef al., 2010).

Les lipases microbiennes sont dotées de propriétés biochimiques et fonctionnelles intéressantes,
leur conférant la capacité de catalyser des réactions d’hydrolyse et de synthése dans divers
domaines industriels (Melani et al., 2020). L’estérification est I’'une des réactions de synthése qui
peuvent étre catalysées par les lipases microbiennes. Cependant, les lipases présentent quelques
inconvénients, tels que leur colt élevé et leur dénaturation dans les systémes réactionnels, ce qui
conduit a des taux de conversion plus faibles. Pour pallier ces problémes et rendre les lipases plus
stable et efficace a 1’échelle industrielle, I’immobilisation est un moyen efficace pour rendre
I’enzyme plus robuste, stable et réutilisable pour des cycles successifs (Coelho and Orlandelli,

2021; Enespa et al., 2022).

Dans ce contexte la lipase de Penicillium crustosum Thom P22 est d’abord purifiée, en utilisant
une succession de méthodes chromatographiques, puis appliquée comme bioadditif dans la
formulation de détergents, ainsi immobilisée par I’encapsulation, I’encapsulation-adsorption et
I’adsorption. Finalement, I’enzyme immobilisée est caractérisée et testée pour sa capacité a

catalyser une réaction d’estérification.
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2. Purification de la lipase de Penicillium crustosum Thom souche P22
2.1.Purification a homogénéité de la PCrL

La PCrL a été purifiée a homogénéité a partir du surnageant de culture comme décrit dans
section Matériel et Méthodes (§ 2). Aprés une précipitation au sulfate d’ammonium (70%), la
purification a été effectuée en une étape chromatographique a 1’aide de la colonne HiTrap Q-
Sepharose FF en appliquant un gradient linéaire de NaCl de 0 a 200 mM dans le tampon. Le profil
d’élution a montré un seul pic majeur d’activité de la PCrL a environ 50 mM de NaCl (Figure
25A). Les résultats de la procédure de purification sont résumés dans le tableau 12. La pureté
enzymatique a été estimée a 62,5 fois supérieure a celle de 1’extrait brut avec un rendement global
d’environ 34%. A partir de 160 mL de milieu de culture de 6 jours, environ 0,26 mg de PCrL pure
a été obtenu avec une activité spécifique de 10 000 U/mg, en utilisant le TC8 comme substrat.
Cette activité spécifique est supérieure a celle trouvée chez la souche Penicillium notatum qui est
de 5344 U/mg (Rehman et al., 2017) et a celle trouvée pour la lipase de la souche Penicillium sp.
DS-39 qui est de 308 U/mg (Dheeman et al., 2011). Le rendement de la procédure de purification
PCrL en deux étapes seulement s’est avéré relativement élevé par rapport a celui obtenu dans les
¢tudes précédentes (Ruiz et al.,2001; Tan et al., 2004; Tan et al.,2014), qui impliquait de multiples

étapes de purification de lipase d’autres especes de Penicillium.

Tableau 12 : Etapes de purification de la PCrL.

- Activité rotéines Activité Facteur de
Etapes de purification® P spécifique . . Rendement (%)
totale (U) totales (mg) purification
(U/mg)
Extrait brut 7680 + 21 48,0+ 1 160 +£2,5 1 100
Précipitation au (NH4)2SO4 (70%) 3900 + 10 15,3+0,5 254 +4,0 1,6 51
Colonne HiTrap Q-Sepharose FF 2600 £+ 6 0,2+0 10000 £+ 5 62,5 34

 Les expériences ont été réalisées, a partir de 160 mL de milieu de culture de 6 jours, avec 3 mesures indépendantes.
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Figure 25 : Purification de la PCrL. (A) Chromatogramme de purification de la PCrL sur la colonne HiTrap MC Q-
Sepharose FF. Les protéines adsorbées ont été ¢luées avec un gradient de NaCl liné¢aire de 0 a 200 mM NacCl dans le
tampon A. L’activité de la PCrL a été mesurée, comme décrit a la section Matériel et Méthodes (§ 2), en utilisant le
TC8 comme substrat. (B) Analyse par SDS-PAGE (12% acrylamide) des protéines éluées. Piste 1, marqueur de masse
moléculaire; Piste 2, fraction protéique apres précipitation au sulfate d’ammonium (70%); Piste 3, fraction protéique
non retenue sur la colonne; Piste 4, fractions actives regroupées éluées de la colonne Q-Sepharose FF de HiTrap.

2.1.Estimation du degré de purté de PCrL par SDS-PAGE

Pour analyser ’homogénéité et la masse moléculaire de la PCrL purifiée, une analyse par SDS-
PAGE a été réalisée. La PCrL purifiée, dépourvue de tout contaminant détectable, migre sous
forme d’une seule bande protéique a une position correspondant a une masse moléculaire de 28

kDa, telle qu’évaluée par SDS-PAGE (Figure 25B, piste 4).

Les résultats de 1’analyse par SDS-PAGE suggerent fortement que la PCrL est une protéine
monomeérique comparable a celles rapportées précédemment pour d’autres lipases de souches de
Penicillium. La masse moléculaire de la PCrL (28 kDa) est similaire a celle des souches
Penicillium abeanum et Penicillium expansum PED-03 (Sugihara ef al., 1996; Lianghua et al.,
2007). La plupart des lipases connues du genre Penicillium ont une masse moléculaire comprise
entre 25 et 46 kDa (Stocklein et al., 1993; Chahinian et al., 2000; Kumar et al., 2012; Tan et al.,
2014; Rehman et al., 2017).

84



Résultats et discussion

2.2.Séquencage de I’extrémité NH,-terminale

Le séquengage des acides aminés du c6té NHz-terminal de la PCrL a permis I’identification de
20 résidus (Tableau 13). Cette séquence NH»-terminale présentait un haut degré d’homologie (70

a 90%) avec les lipases du méme genre précédemment caractérisées (Tableau 13).

Tableau 13 : Alignement de la séquence d’acides aminés terminaux NHz de la PCrL avec celle d’autres lipases de
Penicillium sp.

Origine Séquence NH-terminale Identité (%)
Souche de Penicillium crustosum P22 (cette étude) ATADAAAFLDLHMAAKLSSA® -
Souche de Penicillium cyclopium PG37 (AF274320) ATADAAAFEDLHRAAKLSSA 90
Souche de Penicillium camemberti FM013 (CRL22273) ATARWAAFEDLHRAAKLS SA 80
Souche de Penicillium solitum IBT 29525 (XP_040813639)  ATARMAAFEDLPRAAKLSSA 75
Souche de Penicillium expansum DSM 1994 (AAB27002)  AfAIEAAFEDIERAAKLSSA 70

* Les séquences d’acides aminés pour la comparaison ont été obtenues en utilisant les bases de données BLASTP
(NCBI, NIH, USA). X : acide aminé quelconque. Les résidus non identiques a la PCrL sont ombrés. Le numéro
d’entrée GenBank est entre parentheses.

3. Caractérisation biochimique de la PCrL
3.1.Effets de la température sur P’activité et la stabilité de la PCrL

L’activité catalytique de la lipase a été évaluée entre 20 et 50°C (Figure 26A). La PCrL a montré
une activité maximale a 37°C. Au-dela de 37°C, I’activité enzymatique diminue progressivement
montrant 60, 50 et 25% de son activité maximale a 40, 45 et 50°C, respectivement (Figure 26A).
La PCrL est completement inactivée a 60°C (Figure 26A). Aprés 1 h d’incubation de la PCrL a
différentes températures, ’enzyme s’est avérée stable entre 20 et 37°C, mais la stabilité thermique
de I’enzyme a diminué¢ a 40°C, conservant environ 60% de son activité (Figure 26B). La
température optimale trouvée pour la PCrL (37°C) concorde avec les résultats obtenus pour les
lipases d’autres especes de Penicillium, comme la lipase de la souche Penicillium crustosum 74 F
(Rigo et al., 2012) et d’autres lipases du genre Penicillium, pour lesquels les activités les plus
¢élevées se situaient entre 25 et 45°C (Lima ef al., 2004). Par exemple, une température de 40°C
pour I’activité maximale a été rapportée pour la lipase de Penicillium cyclopium. Dans la
littérature, la température optimale est généralement située entre 25 et 60°C pour la plupart des
lipases obtenues de 1’espece Penicillium (Li and Zong, 2010), a ’exception de la lipase
extrémement thermophile produite par Penicillium sp. section Gracilenta CBMAI 1583., qui a une

activité maximale a une température de 70°C(Turati et al., 2019).

Les résultats de ’effet de la température sur la stabilité de la PCrL sont semblables a ceux
rapportés pour la lipase de Penicillium cyclopium PG37, qui est stable entre 20 et 35°C (Tan et al.,
2014). Des résultats de stabilité thermique ont été rapportés pour la lipase de Penicillium expansum

(Stocklein et al., 1993) et Penicillium aurantiogriseum (Paluzar et al., 2021), qui présentaient une
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sensibilité a la température relativement élevée et étaient instables lorsqu’elles étaient incubées

pendant 1 h a des températures supérieures a 30 et 40°C, respectivement.
3.2.Effets du pH sur ’activité et la stabilité de la PCrL

La PCrL purifiée s’est révélé tres active entre pH 8 et pH 10 avec un pH optimal a 9 et peut
donc étre considéré comme une enzyme alcaline (Figure 26B). De plus, 1’activité observée entre

pH 6 et pH 8 représente environ 60 a 80% de celle observée au pH optimal (figure 26B).

La stabilité du pH de la PCrL a été évaluée par préincubation de ’enzyme a des pH de 5a 11
pendant 1 h, a 37°C. Comme le montre la figure 26B, la PCrL a montré une stabilité exceptionnelle
a des valeurs de pH de 6 a 10, alors qu’elle pouvait méme conserver environ 70% d’activité
résiduelle a pH 5 et pH 11. Il a été rapporté que les lipases produites par le genre Penicillium
avaient une activité optimale a des valeurs de pH neutres ou basiques (allant de 7 a 9) (Krieger et
al., 1999; Paluzar et al., 2021). Un pH optimal d’activité de 9 a été aussi rapporté pour les lipases
de la souche Penicillium crustosum 74 F (Rigo et al., 2012) et de Penicillium notatum (Rehman et
al., 2017). Les résultats de la stabilité¢ élevée de la PCrL a des pH variant de 6 a 10 étaient
semblables a ceux rapportés pour la lipase de la souche de Penicillium crustosum 74 F, avec une
stabilité¢ entre pH 4 et 10 (Rigo ef al., 2012). L’activité ¢élevée et la stabilité a pH alcalin (voir la
Figure 26B) font de la PCrL un biocatalyseur approprié¢ pour une application dans I’industrie des
détergents. De telles enzymes qui sont actives et stables a un pH de 8 a 10 ont été incorporées dans

des détergents a lessive et a lave-vaisselle (Niyonzima and More, 2015).
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Figure 26 : Effets de la température et du pH sur ’activité et la stabilit¢ de la PCrL purifiée. (A) Le profil de
température (courbe bleue) a été déterminé en mesurant Iactivité enzymatique a différentes températures et a pH 9.
L’activité de ’enzyme a 37°C a été prise comme 100%. La stabilité de la PCrL a différentes température (courbe
rouge) a été déterminée par incubation de ’enzyme a différentes températures pendant 1 h a 37°C. L’activité
enzymatique résiduelle a été mesurée a 37°C et pH 9 en utilisant le TC8 comme substrat. Chaque point représente la
moyenne de trois mesures indépendantes. (B) Le profil de pH (courbe bleue) a été¢ déterminé dans différents tampons
en variant les valeurs de pH de 5 a 11. L’activité maximale obtenue a pH 9 a été considérée comme 100%. La stabilité
au pH (courbe rouge) de la PCrL a été déterminée en incubant I’enzyme a différentes valeurs de pH, allant de 5 a 11,
pendant 1 h a 4°C et Pactivité résiduelle a été mesurée a pH de 9 et 37°C en utilisant le TC8 comme substrat. Chaque
point représente la moyenne de trois mesures indépendantes.
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3.3.Effet des inhibiteurs, des ions métalliques et des sels biliaires sur ’activité de la PCrL

Pour vérifier si la PCrL est une lipase a sérine, nous avons testé 1’effet de I’Orlistat®, un
composé dérivé par hydrogénation de la lipstatine produite par Streptomyces toxytricini, sur son
activité. L Orlistat® est un puissant inhibiteur connu des lipases digestives qui se lie de maniére
covalente a la sérine du site actif (Tiss et al., 2004). L’effet de ’Orlistat® sur I’activité de la PCrL
est évaluée pendant la lipolyse apres 2 min environ en injectant du DMSO seul (Figure 27, courbe
bleue) ou de I’Orlistat (53 uM, concentration finale, figure 27, courbe rouge). Comme le montre
la figure 27, la PCrL a été completement inhibée par I’Orlistat, suggérant la formation d’un
complexe covalent entre le cycle B-lactone de I’Orlistat et I’hydroxyle du résidu séryl catalytique
de la PCrL, comme cela a ét¢ démontré pour d’autres lipases digestives (Tiss et al., 2004). De plus,
le PMSF (5 mM) et le DFP (2 mM), autres réactifs interagissant avec le résidus séryl, inhibent
compleétement Dactivité de la PCrL (Tableau 14). Ces résultats fournissent une preuve
supplémentaire que 1’activité de la PCrL est associée a la triade catalytique Ser-His-Asp/Glu au

site actif de I’enzyme.
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Figure 27 : Effet de Dorlistat sur I’activité PCrL. Apres 1’injection de la PCrL, le DMSO (ligne bleue) ou Orlistat
dans le DMSO (concentration finale de 53 pM, ligne rouge) a été injecté dans le milieu réactionnel pendant la lipolyse
3 min apres le début de la réaction. Les courbes sont représentatives de trois expériences indépendantes.

En outre, il a ét¢ démontré que I’activité de la PCrL n’était pas significativement affectée par
le traitement avec des réactifs a thiol (DTNB, NEM, iodoacétamide et PAO) (Tableau 14),
suggérant que les résidus cystéyls au niveau ou a proximité de son site actif n’étaient pas essentiels
pour la fonction de la PCrL. De plus, ’activité de la PCrL a été 1égérement inhibée par des réactifs
chélatants, comme I’EDTA et ’EGTA (Tableau 14), ce qui semble confirmer que les cofacteurs
métalliques ne sont peut-Etre pas essentiels a I’activité. La stabilité relative de la PCrL en présence
d’agents chélateurs est un avantage considérable pour I’utilisation de cette enzyme comme additif

dans les détergents. En effet, les détergents commerciaux contiennent de grandes quantités
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d’agents chélateurs, qui agissent comme adoucissants et aident également a éliminer les taches

(Haddar et al., 2009).

Un effet marginal sur I’activité de la PCrL a été détecté avec des agents réducteurs, tels que -
ME ou DL-DTT, ce qui laisse penser que les liaisons disulfures ne sont pas cruciales pour préserver
la conformation active de la PCrL. L’effet de certains ions divalents sur I’activit¢ de la PCrL a
¢galement été testé. Les ions métalliques pourraient jouer un réle importants dans le maintien de
la structure 3D et de la fonction des enzymes en se liant a des sites spécifiques. Une augmentation
de Iactivité de la PCrL a été observée aprés incubation avec le Ca** ou le Mn?" (147 ou 146%,
respectivement), par rapport au témoin (Tableau 14). Aucun effet significatif sur I’activité de la
PCrL n’a été observé avec le Ba?" et le Mg?". Cependant, Fe?" et Co** ont diminué I’activité de la
PCrL de plus de 30% et de 60%, respectivement (Tableau 14). De plus, les ions métaux lourds
Cu?*, Ni?" et Zn?* ont inhibé ’activité enzymatique de 77, 84 et 91%, respectivement (Tableau

14).

En ce qui concerne I’effet du Ca?*, la figure 28 A montre que le Ca** ne semblait pas nécessaire
pour Iactivité de la PCrL, qui pouvait étre détectée (8700 U/mg) méme en I’absence de Ca®* et en
présence d’EDTA (10 mM) comme chélateur. L’activité spécifique de la PCrL a atteint son
maximum (10 000 U/mg) a 2 mM de CaCl» et sans chélateurs, suggérant que la PCrL est
partiellement dépendante des ions calcium. L’activité de la PCrL augmentée avec Ca?" et Mn*" a
¢été rapportée pour d’autres lipases de Penicillium (Bancerz et al., 2005; Dheeman et al., 2011).
Dans ce groupe d’enzymes, les ions jouent souvent un role structural plus que catalytique. Il a été
suggéré que les ions métalliques induisent un changement conformationnel, favorisant ainsi une
plus grande stabilité et, par conséquent, une plus grande activité (Rahman et al., 2005). L’inhibition
de I’activité de la PCrL par Zn?**, Cu?*, Fe?* et Ni*>" a été rapportée pour d’autres lipases de
Penicillium (Dheeman et al., 2011; Chinaglia et al., 2014; Pranav et al., 2019). L’activité de la
PCrL a été complétement inhibée par Hg?>* et Cd**, comme déja rapporté pour la lipase d’ Haloferax

mediterranei (Akmoussi-Toumi et al., 2018).

L’inhibition de nombreuses lipases par les ions métalliques a le plus souvent été attribuée a la
réaction des ions métalliques avec les groupes thiols des résidus cystéyls pres du site actif de
I’enzyme (Gurkok and Ozdal, 2021). En effet, diverses données cristallographiques de lipases
microbiennes montrent un site de liaison Ca?" conservé proche des résidus du site catalytique, qui
jouerait un role dans la stabilisation de la structure globale de la protéine et contribuerait au

positionnement correct des résidus du site catalytique (Invernizzi et al., 2009).
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Afin de vérifier si la PCrL purifiée est capable d’hydrolyser les TG en présence d’agents
tensioactifs, tels que les sels biliaires, le taux d’hydrolyse de TC8 a été mesuré en présence de
concentrations croissantes de NaTDC. Comme le montre la figure 28B, la PCrL atteint son activité
spécifique maximale (10 000 U/mg) en I’absence de détergent et cette activité persiste jusqu’a 1
mM de NaTDC. Toutefois, au-dela de 1 mM de NaTDC, I’activit¢ de I’enzyme diminue
rapidement pour se stabiliser a 20% d’activité résiduelle des concentrations de NaTDC supérieures
ou égales a 3 mM (Figure 28B). Les résultats de I’effet du NaTDC sur la capacité de la PCrL a
hydrolyser les TG sont similaires a ceux obtenus avec la Lipolase®; il semble que la PCrL soit
résistante a la dénaturation interfaciale, puisque son activité sur TC8 ne nécessite aucun détergent.
Il a été montré que la Lipolase® était capable de se lier aux émulsions de TC8 en ’absence de sels
biliaires, mais qu’elle est fortement désorbée de I’interface en présence de 4 mM de NaTDC
(Aloulou et al., 2007). L’inhibition exercée sur la PCrL par le NaTDC a des concentrations
supérieures a 3 mM peut étre due au fait que le NaTDC, a sa concentration micellaire critique,

empéche la liaison de I’enzyme a I’interface lipide-substrat.
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Figure 28 : Influence des ions calcium et du NaTDC sur activité de la PCrL. (A) Effet de la concentration de Ca*"

sur P’activité de la PCrL. L’activité enzymatique a été mesurée a des concentrations croissantes de Ca>" en utilisant le
TC8 comme substrat, a 37°C eta pH 9. Le triangle indique I’activité lipase mesurée en I’absence de Ca”* et en présence
d’EDTA (10 mM). (B) Effet de concentration croissante de NaTDC sur I’activité de la PCrL en présence de 2 mM de
Ca®" en utilisant le TC8 comme substrat, a 37°C et a pH 9.
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Tableau 14 : Effets de divers inhibiteurs, réactifs chimiques et ions métalliques sur la PCrL. L’activité
enzymatique a ét€¢ mesurée apres la pré-incubation de I’enzyme avec chaque inhibiteur ou agent réducteur, ou chaque
ion métallique, pendant 1 h a 37°C. L’activité lipase mesurée en 1’absence de tout inhibiteur ou agent réducteur a été
prise comme témoin (100%). L enzyme non traitée et dialysée a été considérée comme étant a 100% pour la mesure
de ’activité en présence des ions métalliques. L activité résiduelle a ét¢ mesurée a 37°C et pH 9.

Inhibiteurs/ réactifs chimiques / ions

métalliques * Concentration” Activité résiduelle (%)h

Aucun - 100° + 3
PMSF 5 mM 0
DFP 2 mM 0
Benzamidine 2 mM 110+ 3
DTNB 10 mM 73bc+£2
NEM 2 mM 95b+2
Iodoacétamide 5 mM 106°+3
PAO 10 mM 04>+ 2
B-ME 10 mM 96"+ 2
DL-DTT 10 mM 98>+ 2
EDTA 10 mM 92b+ 2
EGTA 1 mM 96>+ 2
Ca*" (CaCly) 2mM 1472 + 4
Mn?* (MnCly) 2mM 146° + 4
Mg (MgCly) 2mM 92b+£2
Fe?" (FeSOs) 2 mM 70b £ 2
Co* (CoCly) 2mM 4199+ |
Ba?" (BaCl,) 2 mM 960 + 2
Zn*" (ZnSO4) 2 mM 9410
Cu?* (CuCly) 2mM 2304 1
Ni2* (NiCl,) 2 mM 169+ 0
Hg?" (HgCl) 2 mM 0
Cd®* (CdCly) 2mM 0

=d Les moyennes dans la méme colonne de chaque paramétre avec différentes lettres minuscules différaient
significativement (P< 0,05).

Incubation avec I’enzyme purifiée a 37°C pendant 1 h. Les valeurs représentent les moyennes de trois répétitions
indépendantes, et + SE sont indiqués.

3.4.Spécificité du substrat

La spécificité du substrat de la PCrL a été déterminée a I’aide de TG de différentes longueurs
de chaine acyle et comparée a celle de la Palatase® 20000 L et de la Lipolase® (Figure 29). La
PCrL était capable d’hydrolyser les TG avec des chaines acyles de 2 a 18 carbones de long, avec
une activit¢é maximale (10 000 U/mg) pour le TC8 suivi du TC6 (environ 80% de I’activité
maximale) puis du TC4 (environ 30% de ’activité maximale) (Figure 29). Par contre, la PCrL a
montré une tres faible activité envers les TG avec des acides gras a chaine courte (TC2, environ
25% de I’activité maximale). Il est a noter que 1’activité sur I’huile d’olive est a environ 70 a 80%
de I’activité maximale (Figure 29). A titre de, la Palatase® 20000 L et la Lipolase® ont présenté
presque le méme profil de spécificit¢ de substrat que la PCrL dans les mémes conditions
expérimentales (Figure 29). La PCrL hydrolyse préférentiellement les esters d’acides gras a chaine
moyenne, comme indiqué pour la plupart des lipases de Penicillium, comme celles de Penicillium
camembertii Thom PG-3 (Tan et al., 2004), Penicillium aurantiogriseum (Griebeler et al., 2011),
Penicillium cyclopium (Chahinian et al., 2000) et Penicillium simplicissimum (Gutarra et al.,

2009).
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Figure 29 : Spécificité du substrat de la PCrL. L’activité des lipases a ét¢ mesurée en utilisant des émulsions de TC2,
TC4, TC6, TCS ou huile d’olive comme substrat, comme décrit dans la section matériel et méthodes (§ 1.3.1.). *<, les
moyennes avec des lettres minuscules différentes pour chaque substrat différent significativement (p <0,05).

Pour étudier la régiosélectivité¢ de la PCrL pour les positions sn-1 ou sn-3 du substrat TG, le
taux d’hydrolyse du sn-EOO ou sn-OOE a été déterminé (Figure 30). Une augmentation de
I’absorbance a 272 nm a été observée apres 1’injection de la PCrL. Cette augmentation était due a
la libération de I’acide a-¢éléostéarique qui passe de 1’état adsorbé a son état soluble complexé a la
B-CD suite a I’action de la PCrL sur sn-EOQO (Figure 30A, courbe bleue) ou sn-OOE (Figure 30A,
courbe rouge). Il convient de noter que la pente mesurée avec sn-EOO était plus élevée celle
mesurée avec sn-OOE, indiquant une régiosélectivité élevée de la PCrL pour la position sn-1 du
substrat TG. Les activités spécifiques ont été calculées comme étant de 74 + 2 et 45 + 1,5 U/mg

en utilisant respectivement sn-EOO et sn-OOE.
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Figure 30 : Régiosélectivité¢ de PCrL envers les TG synthétiques. (A) Cinétique de I’hydrolyse sn-EOO ou sn-OOE
par la PCrL. La variation d’absorbance a 272 nm a été enregistrée pendant 10 min pour obtenir la ligne de base, puis
pendant 50 min apres I’injection de PCrL (0,65 pg par puits). Les enregistrements cinétiques montrés ici sont typiques
de ceux obtenus dans trois expériences indépendantes. (B) RI1% de PCrL en utilisant sn-EOO ou sn-OOE par rapport
a ceux de SML, FSC, TLL, Lecitase, CALA et CALB rapportés dans nos études précédentes (El Alaoui et al., 2017,
Eddehech et al., 2021).

Pour évaluer quantitativement la régiosélectivité de la PCrL envers un substrat TG donné,
I’indice de régiosélectivité (RI) a été calculé. La PCrL hydrolyse la liaison ester au niveau des
deux positions (sn-1 et sn-3) du TG, montrant une régiosélectivité claire envers la position sn-1
avec un RI de 23% (Figure 30B). La valeur de RI de la PCrL a été comparée a la valeur
précédemment déterminée pour d’autres lipases microbiennes (El Alaoui et al., 2017) (Figure
30B). Sur la base du RI, les lipases 1,3-régiosélectives pourraient étre classées dans 1’un des trois
groupes principaux. Le premier groupe, sans régiosélectivité significative, comprenait la TLL et
la CALB, avec respectivement un RI de 2 et 3% (EI Alaoui et al., 2017) (Figure 30B); le deuxieme

groupe, montrant une régiosélectivité significative pour la position sn-3, comme la SML
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(Eddehech et al., 2021) et la FSC, avec un RI de 22 et 7%, respectivement (El Alaoui et al., 2017)
(Figure 30B) ; et le troisiéme groupe de lipases montrant une régiosélectivité nette pour la position
sn-1 des TG, dont la CALA et la Lecitase®, avec respectivement un RI de 13 et 30% (El Alaoui et
al., 2017). La PCrL montre une régiosélectivité claire pour la position sn-1, avec une valeure RI
de 23% (Figure 30B) ; ainsi, elle serait classée dans le troisiéme groupe avec CALA et la Lecitase®.
Ces caractéristiques rendent la PCrL trés attrayante pour une application dans des réactions de

transestérification impliquant la position sn-1.

Les lipases microbiennes, de par leur régiosélectivité, sont d’une importance majeure et
pourraient étre utilisées pour la modification des corps gras et la production de lipides alimentaires
structurés, comme la production de substituts du beurre de cacao ou I’enrichissement des huiles en
acides gras insaturés par les réactions d’interestérification et de transestérification catalysées par
les lipases (Gupta et al., 2003). Par exemple, la TLL a été utilisée pour la synthése du 1,3-dioléoyl-
2-palmitoylglycérol, un TG structuré qui pourrait remplacer la mati¢re grasse du lait humain dans
les préparations pour nourrissons (Wang et al., 2019). Cette TG, riche en acide palmitique en
position sn-2 et en acide oléique en positions sn-1,3, a également été synthétisée par acidolyse et

catalysée par une lipase commerciale de Rhizopus oryzae (Esteban et al., 2011).
3.5.Performance enzymatique de la PCrL
3.5.1. Effet des solvants organiques sur la stabilité enzymatique

L’effet des solvants organiques sur la stabilité de la PCrL a été déterminé en comparaison, avec
la Palatase® 20000L et la Lipolase® disponibles dans le commerce (Figure 31). Aprés 24 h
d’incubation, a une concentration finale de 25% (v/v) de solvants organiques non miscibles a I’eau
(Log P>1,8), la PCrL a montré une grande stabilité avec une activité résiduelle de 114, 98, 110,
138, 150, 125, 94 et 97% en présence de m-hexadécane, n-décane, iso-octane, n-hexane,
cyclohexane, toluéne, chloroforme et n-hexanol, respectivement, comparée a celle du témoin sans
solvant (100%) (Figure 31). Le profil de stabilité¢ de la PCrL dans ces solvants organiques était
presque le méme avec celui de la Palatase® 20000L, tandis que la Lipolase® s’est avérée moins
stable avec ces solvants organiques non miscibles a I’eau, bien qu’avec avec une activité résiduelle

supérieure a 60% (Figure 31).

En revanche, I’exposition de la PCrL a des solvants organiques miscibles a I’eau (polaires) a
montré une faible stabilité enzymatique (Figure 31). En présence de DMF, de DMSO ou de
méthanol, la PCrL a conservé 66, 57 ou 55% de son activité, alors qu’elle a perdu environ 70 ou

76% de son activité lorsqu’elle a été incubée avec de 1’éthanol ou de 1’acétonitrile, respectivement

93



Résultats et discussion

(Figure 31). La Palatase® 20000L, dans les mémes conditions expérimentales, a conservé
respectivement 68, 55, 71, 59 et 21% de son activité initiale en présence de DMSO, DMF, éthanol
et acétonitrile, (Figure 31). Il convient de noter qu’a I’exception de 1’acétonitrile, les autres
solvants organiques miscibles a I’eau tels que 1’éthanol, le méthanol, le DMF et le DMSO, ont tous
montré un effet positif sur la stabilité de Lipolase®, avec des activités résiduelles de 120, 155, 120

et 88%, respectivement (Figure 31).

Les solvants organiques sont largement utilisés dans les réactions enzymatiques avec les lipases
parce qu’ils facilitent la manipulation de substrats hydrophobes, tel que les lipides et ils peuvent
¢galement moduler et/ou augmenter 1’activité et la sélectivité de certaines lipases (Doukyu and
Ogino, 2010). En outre, les lipases sont largement exploitées pour leur capacité a catalyser la
synthése de nouveaux esters dans des mélanges de solvants aqueux-organiques ou dans des
solvants organiques purs (Lima et al., 2004; Jiao et al., 2018). Dans ce contexte, la PCrL purifié a
montré une grande stabilité¢ dans les solvants organiques non miscibles a I’eau, avec des activités
résiduelles de 94 a 150% apres 24 h d’incubation. Des activités résiduelles de 70 a 120% ont été
rapportées pour la lipase de Bjerkandera adusta R59 aprés 24 h d’incubation a température
ambiante dans le cyclohexane, n-hexane et n-heptane (Bancerz and Ginalska, 2007). La stabilité
des lipases dans les solvants organiques non miscibles a I’eau a généralement été attribuée au fait
que ces solvants n’enlévent pas la couche d’hydratation de la surface de 1’enzyme, qui est
nécessaire a 1’activité catalytique (Ogino and Ishikawa, 2001). En revanche, les solvants
hydrophiles miscibles a I’eau sont incompatibles avec 1’activité¢ de la PCrL. De méme, d’autres
lipases de Penicillium sp. ont montré une instabilité significative dans les solvants polaires (Lima
etal.,2004; Turati et al., 2019). L’inactivation significative des enzymes dans les solvants polaires
peut étre due a 1’élimination de la monocouche essentielle d’eau liée de la molécule d’enzyme
(Ogino and Ishikawa, 2001). L’inactivation enzymatique dans les milieux contenant des solvants
organiques est probablement aussi causée par la perturbation du noyau hydrophobe de la molécule
de protéine en raison du changement de I’hydrophobie du milieu (Careri, 1998). En particulier, les
solvants polaires (tels que I’acétonitrile et I’acétate d’éthyle), qui peuvent pénétrer dans la protéine,
sont capables d’induire davantage de changements structuraux pour I’interaction entre le site actif
et le substrat que les solvants non polaires, comme précédemment rapporté par Serdakowski and

Dordick, (2008).
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Figure 31 : Effet des solvants organiques sur I’activité et la stabilité de la PCrL, la Palatase® 20000L et la Lipolase®.
L’effet des solvants organiques a été déterminé en incubant chaque enzyme avec le solvant (concentration finale, 25%
(v/v)) pendant 24 h. Les activités résiduelles des lipases ont été déterminées dans les mémes conditions, en utilisant le
TC8 comme substrat a 37°C et pH9, comme décrit dans la section matériel et méthodes, puis exprimé en pourcentage
du niveau d’activité en 1’absence de solvants organiques. L’activité de ’enzyme sans solvant organique a été prise
comme 100%. Chaque mesure représente la moyenne de trois expériences indépendantes. Les barres verticales
indiquent ’erreur standard de la moyenne (n=3). *¢ Les moyennes avec des lettres minuscules pour chaque solvent
tester différaient considérablement (p < 0,05).

3.5.2. Influence de constituants des détergents a lessive sur la stabilité de la PCrL

L’activité de la PCrL, ainsi que celle des lipases commerciales Palatase® 20000 L et Lipolase®
a des fins de comparaison, a été testée aprés 1 h d’incubation avec certains additifs détergents
disponibles au laboratoire (Tableau 15) ou commercialisés (Tableau 16). Une activit¢é PCrL
résiduelle de 152, 154 et 182% a été observée en présence de SAFOL 23E7, de Dehydol® LT 7 et
de SURFAC® LM 30, en tant que surfactants non ioniques, a 0,5% (v/v), respectivement (Tableau
16). De plus, la PCrL présentait une stabilité considérable par rapport a certains tensioactifs
anioniques puissants. Sa stabilité en présence de Galaxy 110 a 2% (v/v), Galaxy CAPB plus a 1%
(v/v) et SDS a 2% (m/v) a augmenté de 149, 152% (Tableau 16) et 185% (Tableau 15),

respectivement.

En présence de 0,5% (v/v) de SAFOL 23E7, de 2% (v/v) de Galaxy 110 et de 2% (m/v) de SDS,
la Palatase® 20000L a conservé 145, 150 (Tableau 16) et 90% (Tableau 15) de son activité initiale,
respectivement, tandis que la Lipolase® a conservé 142, 125 (Tableau 16) et 85% (Tableau 15) de
son activité initiale. Pour les agents oxydants, 1’activité résiduelle de la PCrL en présence de H>O>
a5 et 10% (v/v) a augmenté de 145 et 104%, respectivement (Tableau 15). De plus, 1’activité
enzymatique en présence d’agents anti-redéposition est également trés intéressante. La PCrL

présentait 141, 142, 146 et 149% de son activité initiale avec 0,5% (m/v) de TAED, 1% (m/v) de
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Na; CMC, 100 mM de Na>COs et 0,2% (m/v) de STPP, respectivement (Tableau 15). L’activité
PCrL est stable, avec une activité résiduelle de 108 a 170% avec d’autres additifs de détergent
commercialisés, en particulier (v/v) 0,5% Formol, 0,5% Tinopal® CBS-X, 0,2% EDTA, 0,5%
Perfume I Class et 1% Perfume II Class (Tableau 16). En revanche, en présence de 5% (v/v) de
H20,, de 0,5% (m/v) de TAED et de 0,5% de Formol, la Palatase® 20000L a conservé 61, 125
(Tableau 15) et 152% (Tableau 16) de son activité initiale, respectivement, et la Lipolase® a
conservé 80, 115 (Tableau 15) et 135% (Tableau 16) de son activité initiale, respectivement. Ces
résultats indiquent clairement que la PCrL présentait au moins la méme stabilité, voire une
meilleure stabilité, que la Palatase® 20000 L et la Lipolase® avec la plupart des ingrédients
détergents, ce qui prouve que la PCrL peut remplacer la technologie actuelle des surfactants en

ciblant les taches graisseuses.

Tableau 15 : Stabilité des lipases alcalines PCrL, Palatase® 20000L et Lipolase® avec plusieurs additifs détergents.

Additifs Concentration finale Activité lipasique résiduelle (%) *"
détergents PCrL Palatase® 20000L Lipolase®
Controle 0 100%¢ £ 3 100%¢ £ 3 100%¢ £ 3
Zéolite 1% (m/v) 954 +£2 91cd+£2 864 + 2
STPP 0,2% (m/v) 150 + 4 146%° + 4 15f+4
0,5% (m/v) 984+ 2 874+ 2 97¢4+2
SDS 1% (m/v) 185*+ 4 90%¢ £ 2 964 + 2
2% (m/v) 150 £ 4 66% £ 2 75¢+£2
Naz2COs 50 mM 171*+ 4 165*+ 4 154 £ 4
100 mM 1473 £ 4 1413+ 4 126% £ 3
Tween 20 1% (v/v) 964 £ 2 87°4£2 734+ 2
5% (v/v) 49% + | 769+£2 54+ |
Tween 40 1% (v/v) 108+ 3 984 £ 2 87¢4+2
5% (v/v) 45+ 1 43+ 1 36¢f+ 1
Tween 60 1% (v/v) 844 £ 2 95¢d £ 2 984 £ 2
5% (v/v) 31¢F£ 1 67%£2 60% £ 2
Tween 80 1% (v/v) 8342 93¢d+£2 90%¢ £ 2
5% (v/v) 20°f £ | 524e+ ] 50% £ 1
Nax CMC 1% (m/v) 143 £ 4 96 £ 2 92¢d £ 2
10% (m/v) 105¢+3 64%+2 520+ ]
Triton X-100 1% (v/v) 140 £ 4 8042 85¢4+2
5% (v/v) 103%¢+3 66% £ 2 68% £ 2
TAED 0,5% (m/v) 1420 + 4 126+ 3 116>+3
5% (m/v) 103%¢+3 92¢d £ 2 754+ 2
Perborate de 1% (v/v) 1392+ 3 80°+2 113%+3
sodium 5% (v/v) 99¢d £ 3 519+ 884 +2
H20: 5% (v/v) 14624 + 4 61%A £ 2 80°4A £ 2
10% (v/v) 10447 £ 3 454+ 1 66%A £ 2

* Les moyennes dans la méme colonne de chaque paramétre avec différentes lettres minuscules différaient
significativement (P < 0,05).La lipase a été incubée pendant 1 h avec un additif détergent a 37 ° C, et I’activité
résiduelle de la lipase a été déterminée dans des conditions de dosage optimales pour chaque enzyme. Les données
présentées sont la moyenne d’au moins 3 séries de tests, £SE. # Données recueillies en présence de tampon borate-
NaOH 100 mM.
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Tableau 16 : Stabilité des lipases alcalines PCrL, Palatase® 20000L et Lipolase® avec plusieurs additifs détergents

commercialisés.

Additifs détergents

Concentration (%,

Activité lipasique résiduelle (%) P

commercialisés v/v) PCrL Palatase® 20000L Lipolase®
Controle 0 1004 + 3 100%4 + 3 100%4+£3
SAFOL 23E7 0,5 152% + 4 145 + 4 14280 + 4
1 959 £ 2.4 93¢d £ 2 90 + 2
Dehydol® LT 7 0,5 154% + 4 142% + 4 164*+ 4
1 99¢d + 2 95¢d + 2 108> +3
SURFAC® LM 30 0,5 1832+ 5 142% + 4 120+ 3
1 150% + 4 10294+ 3 944 + 2
NEODOLP 25-7 0,5 754+2 964 + 2 87°4+2
1 25+ 1 57%+1 45°+ 1
Galaxy LAS 2 8204+ 2 994+ 2 95%+2
5 30°f+ 1 60% +2 59% + 1
Galaxy LES 70 2 110> +3 1034+ 3 944 + 2
5 55% + ] 53d + ] 50% + 1
Galaxy 110 2 149% + 4 150 + 4 125+ 3
5 93¢d 42 984+ 2 83+ 2
Galaxy CAPB Plus 1 153+ 4 162 +£4 14f+ 4
5 105¢+3 106° + 3 105+ 4
TERGITOL™ NP-9 2 864+ 2 769+ 2 89¢d + 2
SURFACTANT 5 30T+ 1 46°+ 1 509 + 1
FINDET® AR/52 0,5 784+ 2 824+ 2 75942
1 26+ 1 35+ 1 28+ 1
Anti-mousse 0,5 85¢4 +2 98cd + 2 88+ 2
1 46°+ 1 56%+1 504+ 1
Formol 0,2 160 + 4 1532 + 4 1352+3
0,5 108> +3 96% + 2 84¢d + 2
Tinopal® CBS-X 0,5 152% +4 164*+ 4 122>+ 3
1 95¢d £ 2 111%+3 86%4+2
Sulfacid K 10 779+ 2 844+ 2 83+ 2
15 15f+1 32¢F+ 1 25+ 1
Marlipal® 31/90 0,5 794+ 2 669 + 2 83+ 2
1 30¢F £ 1 42°F+ 1 35+ 1
EDTA 0,2 130+ 3 111+ 3 125+ 3
0,5 764+2 719 +2 62%+2
Perfume I Class 0,5 165% + 4 1528 + 4 146% + 4
1 109+ 3 101°+3 994 + 2
Perfume II Class 0,5 170+ 4 1628+ 4 155% + 4
1 110 +3 105+ 3 964+ 2
Propyl betaine 1 95¢4 +2 85¢4 +2 814 +£2
NaOH 50% 1 113b+3 122b¢+ 3 119b+ 3

* Les moyennes dans la méme colonne de chaque paramétre avec différentes lettres minuscules différaient
significativement (P < 0,05). La lipase a été incubée pendant 1 h avec des additifs détergents a 37°C, et ’activité
résiduelle a ét¢ déterminée dans des conditions de dosage optimales pour chaque enzyme. Les données présentées

sont les moyennes d’au moins 3 séries de tests, =SE.

3.5.3. Compatibilité de la PCrL avec les détergents a lessive

Pour étudier I’utilisation potentielle de la PCrL en combinaison avec des détergents liquides et

solides disponibles dans le commerce, les effets de ces détergents sur la stabilité de PCrL ont été

évalués et comparés a ceux de la Palatase® 20000 L et de la Lipolase®. La lipase a été pré-incubée

en présence de divers détergents a lessive commerciaux pendant 60 min a température ambiante

et I’activité résiduelle a été déterminée dans des conditions de test standard, avec le TC8 comme
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substrat. Comme le montre la figure 32, la PCrL a été remarquablement stable et compatible avec
tous les détergents commerciaux testés, conservant 75 a 100% de son activité initiale contre 70 a
100% et 72 a 100% pour la Palatase® 20000 L et la Lipolase® , respectivement. La PCrL a
notamment montré une excellente compatibilité et stabilité avec Arial, Pro-Clean, New Dex, Class,
Nadhif et EcoVax, conservant 100% de son activité. De plus, la Palatase® 20000 L et la Lipolase®
se sont révelés moins stables que la PCrL en présence de Nadhif, EcoVax et New Det (Figure 32).
Tous ces résultats confirment également le fait que la PCrL posséde un certain nombre de
propriétés encourageantes qui pourraient ouvrir de nouvelles perspectives pour les préparations

détergentes a lessive.
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Figure 32 : Stabilité et compatibilité des lipases testées en présence de détergents a lessive commerciaux (7 mg/mL)
et incubées pendant 60 minutes a température ambiante. L’activité enzymatique de 1’échantillon témoin, sans additif
et incubé dans des conditions similaires, a été prise a 100%. Chaque point représente la moyenne de trois expériences
indépendantes. Les barres verticales indiquent I’erreur standard de la moyenne (n=3). *® Les moyennes avec
différentes lettres minuscules différaient significativement (P < 0,05).

3.5.4. Test de performance de lavage des taches de graisses avec la PCrL

L’effet de différents détergents commerciaux sur I’élimination des taches de graisses est indiqué
dans le tableau 17. Quel que soit le détergent utilisé, le pourcentage d’¢élimination de graisses avec
un détergent additionné d’une solution de lipase s’est avéré supérieur a celui obtenu avec une
solution détergente seule, ce qui montre I’avantage d’inclure une lipase dans la formulation
détergente. Parmi tous les détergents (7 mg/mL) testés, le niveau d’élimination de graisse le plus
¢leve a été observé avec le détergent Ariel, comme indiqué dans le tableau 17. L’ajout de la PCrL
au détergent a amélioré son efficacité de 46 a 100%, contre respectivement 41 a 100% et 39 a

100% pour la Palatase® 20000 L et la Lipolase® (Tableau 17). L’application du détergent sans
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lipase a entrainé une moindre élimination de la graisse, avec une diminution comprise entre 21 et
54% (Tableau 17). Ces résultats ont été confirmés par 1’examen visuel des taches huileuses sur un
tissu de coton taché de jaune d’ceuf ou de sauce tomate (Figure 33). Compléter le détergent avec
PCrL, Palatase® 20000 L ou Lipolase® a considérablement amélioré le nettoyage de I’huile. De
plus, la PCrL a facilité la libération des acides gras de maniére beaucoup plus efficace que la
Lipolase® actuellement utilisée. Ces résultats obtenus lors de cette étude de performances de
lavage pour I’élimination des taches grasses des tissus en coton ont confirmé le potentiel de cette

lipase comme additif détergent.

Eau du Ariel + Ariel + Ariel +
robinet Ariel Palatase® Lipolase® PCrL
- O ®|®|®|e
— Jaune d'ceuf
3
Traité ])‘ )
- @008 ®
— Sauce tomate
'.:‘.z\ J‘:A'v
Traité ‘ 7 %

Figure 33 : Test de performance de lavage des taches de graisses avec un détergent commercial en présence de la
PCrL, la Palatase® 20000 L ou la Lipolase®. Le test d’analyse des performances de lavage de la lipase a été réalisé
avec le détergent commercial Ariel (7 mg/mL) en utilisant un chiffon en coton taché avec du jaune d’ceuf ou de la
sauce tomate. Le tissu taché d’huile a été rincé a I’eau du robinet, lavé avec Ariel (7 mg/mL), lavé avec Ariel additionné
de Palatase® 20000 L (500 U/mL), lavé avec Ariel additionné de Lipolase® (500 U/mL) , ou lavé avec Ariel additionné
de PCrL (500 U/mL).
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Tableau 17 : Effet de PCrL, Palatase® 20000 L et Lipolase® sur I’élimination de I’huile d’olive du tissu en coton avec
divers détergents a lessive liquides et solides commercialisés.

Elimination de ’huile (%)

Détergent a lessive

Détergent Détergent Détergent Détergent
(7 mg/mL) + PCrL + Palatase® 20000L + Lipolase®
Ariel 54+ 2 100* + 3 932 +£2 98*+3
OMO 40°+ 1 812 +2 882+2 100* + 3
Nadhif 34°+ 1 51 +£2 45+ 1 42¢+ 1
EcoVax 35¢+1 72°£1 53+ 2 61°+1
Dipex 274+ 1 54+ 1 59°+2 68° £ 1
Maison Det 44° £ 1 912+2 76% + 1 82842
Pro-Clean 55%+ 1 100* + 3 100* + 3 874+2
New Det 29°+1 61°+1 41°+ 1 39°+1
New Dex 39°+1 98*+3 91*£2 864+2
Class 49bc £ 2 96+ 2 894+ 2 86" £ 2
Fino 214+£2 46 £ 1 50 +2 39°+1
X-Clean 46 £ 1 90*+2 1007 + 3 98*+3
Dixan 219£1 54+ 1 45+ 1 59°£2
Skip 25%+ 1 65"+ 1 57°+ 1 62° £ 1

=4 Tes moyennes de toutes les colonnes de chaque paramétre avec différentes lettres minuscules différaient
significativement (P < 0,05). Les valeurs représentent les moyennes de 3 répétitions indépendantes et le + SE est
indiqué.

En fait, la PCrL a facilité la libération de substances lipidiques beaucoup plus facilement que
la Lipolase® actuellement utilisée. De plus, la combinaison de la PCrL avec le détergent Ariel a
permis I’élimination compléte des taches de graisses. Ces résultats confirment 1’utilité de la PCrL
dans les applications industrielles futures en tant que bio additif de nettoyage dans les formulations
détergentes. Les lipases détergentes ont la capacité de catalyser I’hydrolyse de lipides insolubles.
C’est une propriété importante des enzymes détergentes car elles doivent agir sur les substrats
lipidiques fixés aux surfaces solides, ce qui en fait des additifs attractifs pour les nettoyants pour
surfaces dures. Ils pourraient également aider a éliminer les taches de graisses souvent rencontrées
dans le linge. Plusieurs travaux ont rapporté 1’utilit¢ des lipases alcalines pour faciliter

I’¢limination des taches de sauce tomate sur les tissus en coton (Bredai ef al., 2021).

Actuellement, différents types de lipases étaient utilisés dans de nombreux types modernes de
détergents puissants en poudre et pour lave-vaisselle automatiques afin d’augmenter la détergence
et de prévenir ’entartrage (Bora and Bora, 2012). En outre, ces enzymes ont une faible toxicité
par rapport aux produits chimiques utilisés dans les détergents conventionnels et ne laissent aucun
résidu nocif (Bharathi and Rajalakshmi, 2019). En fait, plusieurs études ont rapporté 1’utilité des
lipases alcalines thermostables de Bacillus sonorensis (Nerurkar et al., 2013), Pseudomonas
aeruginosa (Grbavci€ et al., 2011) et Bacillus licheniformis (Bredai et al., 2021) pour 1’¢élimination

des taches grasses du tissu en coton lorsqu’elles sont mélangées avec du détergent.

Les détergents a lessive sont un mélange de composants volumineux, tels que des agents de

blanchiment, des tensioactifs et des enzymes, empéchant le dépot de saleté sur les tissus,

100



Résultats et discussion

empéchant la corrosion, ajoutant de 1’alcalinité et conservant la capacité tampon (Mechri et al.,
2022). Les agents de blanchiment assurent 1’action de blanchiment par oxydation, tandis que les
tensioactifs diminuent la tension superficielle aux interfaces, améliorant ainsi la force répulsive et
favorisant le processus de nettoyage. Le role des enzymes est de rendre la procédure de nettoyage
plus efficace. C’est pourquoi les biocatalyseurs alcalins, comme la PCrL, doivent étre compatibles
avec tous les constituants usuels des détergents. En effet, les taches sont éliminées par action
mécanique assistée par I’action catalytique des enzymes. L utilisation de biocatalyseurs dans les
détergents a lessive constitue le segment le plus grand segment du marché mondial des enzymes
industrielles. Les principales enzymes des détergents a lessive biologiques sont les protéases, mais
il est devenu plus courant récemment d’incorporer un mélange d’enzymes, notamment des lipases,

des amylases et des peroxydases.

4. Immobilisation de la PCrL et caractérisation de différentes formes de PCrL
immobilisées

La plupart des études relatives a un usage spécifique des enzymes ont été réalisées a 1’échelle
de laboratoire ou, tout au plus, en essais pilotes, dans des conditions idéalisées avec de nombreuses
simplifications. La mise a 1’échelle industrielle de I’approche enzymatique se heurte encore a
quelques obstacles. L’optimisation des conditions spécifiques de production d’enzymes de
différentes souches, les colits de production des enzymes, leur stabilité vis-a-vis des conditions de
stockage ou d’utilisation, la présence d’inhibiteurs, etc. sont autant de contraintes qui freinent
I’émergence de cette technologie. Le contournement de ces obstacles nécessite la production de
catalyseurs robustes, c’est-a-dire aux propriétés intrinseques améliorées. L’immobilisation
enzymatique est I’une des stratégies appliquées pour y parvenir. En effet, ’immobilisation confére
aux enzymes des caractéristiques améliorées les rendant plus stables face aux températures
élevées, au pH, aux solvants organiques, aux inhibiteurs et aux changements des conditions
environnementales. En conséquence, les enzymes immobilisées peuvent globalement présenter
une meilleure stabilité et une meilleure rentabilité par rapport a leurs homologues sous formes
libres et solubles (Pereira et al., 2017; Chapman et al., 2018; Basso and Serban, 2019). Cependant,
la stabilité de I’enzyme immobilisée dépend de la nature intrinséque de I’enzyme, des conditions
d’immobilisation, de la nature du support utilisé et des conditions de réaction. Dans ce contexte,
nous avons procédé a 1’étude de I’immobilisation de la PCrL de la souche P22 en utilisant trois

méthodes et six supports.
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4.1.Immobilisation par encapsulation et adsorption-encapsulation

Afin d’améliorer I’efficacité de I’immobilisation de la PCrL, deux approches sont adoptées :
I’encapsulation moyennant des supports organiques et 1’encapsulation-adsorption moyennant des
supports hybrides (organiques-inorganiques). Pour 1I’immobilisation de la PCrL, nous avons
procédé a I’utilisation de sodium alginate seul comme support organique, ou a I’utilisation de
sodium alginate a une concentration optimisée de 2% combiné a d’autres supports soit
inorganiques (zéolite), ou organiques naturels (chitosane). Afin de maximiser le rendement de
I’immobilisation et 1’activité retenue et minimiser au maximum le relargage de la PCrL, nous
avons optimisé les concentrations utilisées de différents supports, le temps d’incubation et la

concentration du CaCls.

Des rendements d’immobilisation de 94 et 96% ont été trouvés en utilisant de 1’alginate de
sodium seul et de I’alginate de sodium combiné avec du chitosane avec des activités de
récupération de 19,9 et 27,2% respectivement (Tableau 18). Lorsque 1’alginate de sodium est
couplé a la zéolite, le rendement d’immobilisation atteint 100% avec une amélioration marginale
de la récupération d’activité qui est de ’ordre de 47% (Tableau 18). Ceci peut s’expliquer par le
fait que les supports inorganiques sont poreux et présentent une grande stabilité mécanique avec
des groupements fonctionnels permettant une meilleure adsorption ce qui réduit la libération de
I’enzyme du support. La perte d’activité de I’échantillon immobilisé provient du fait que lorsque
la molécule d’enzyme est attachée a un support, son site actif peut étre stériquement bloqué et par
conséquent, ’enzyme perd le bon positionnement face au substrat (Hamidi et al., 2012). La
modification chimique de I’enzyme lors de I’immobilisation conduit souvent & une modification

mineure de la conformation de PCrL, ce qui peut également réduire 1’efficacité catalytique.

Tableau 18 : Immobilisation de la PCrL avec les différents supports organiques et hybrides.

Charge
. Enzyme non . Rendement i
. enzymatique - Enzyme li¢e . . Activité
Méthodes Supports R lice . d’immobilisation | , "
initiale (Ulg de bille) (U/g de bille) (%) récupérée (%)
(Ulg de bille) & 0
PCrL-SA (2%) 40 2,35 7,5 94 19,9
Encapsulation : /).
Alginate (27) 45 1.85 11,7 95 27,2
Chitosane (0,8%)
Encapsulation- Alginate (2%)-
. . 37 0 17,5
adsorption Zéolite (1,2%) 100 47,3

PCrL-SA: PCrL immobilisée avec alginate de sodium. PCrL-SA-CH: PCrL immobilisée avec alginate de sodium et
chitosane. PCrL-SA-ZE: PCrL immobilisée avec alginate de sodium et zéolite.

* Rendement d’immobilisation (%) = (Charge enzymatique initiale — Enzyme non liée/ Charge enzymatique initiale
x 100. ° Activité récupérée (%) = Enzyme liée/ (Charge enzymatique initiale — Enzyme non liée) x 100.
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4.1.1.Spectroscopie FTIR-ATR

L’analyse des billes de la PCrL immobilisée et de la PCrL a I’état libre est effectuée, moyennant
la spectroscopie FTIR-ATR afin de collecter simultanément des données spectrales suite a
I’immobilisation de la PCrL en comparant le profil de I’enzyme libre (Figure 34A) par rapport a
celle sous forme immobilisée sur différents supports (Figure 34 B, C et D). Le spectre FTIR-ATR
obtenu pour la PCrL libre, a montré des pics caractéristiques au voisinage de 1620 cm™! et 3280
cm’! qui correspondent respectivement a la vibration d’étirement de C=0 dans le groupement
amide et au pic d’étirement du groupement NH; (Figure 34 A). Le spectre de I’alginate de sodium
(SA) montre un pic majoritaire a4 3260 cm™ qui correspond a la présence de groupements hydroxyle
(OH) (Figure 34B). Un pic intense a 1593 cm™! et un pic moins intense autour de 1405 cm™!, sont
dus aux vibrations de déformation axiale asymétrique et symétrique de la fonction carboxylique
(COO") (Figure 34B). Ce spectre montre également un signal autour de 1024 cm'qui est associé
a la vibration du groupe C-O-C caractéristique de la boucle de ’alginate de sodium (Figure 34B).
L’interaction entre I’activit¢é PCrL et ’alginate de sodium a été mise en évidence par le
déplacement des pics associés au groupe COO™ de 1593 et 1405 cm™ a 1606 et 1429 cm™! (Figure
34B). De plus, on observe un déplacement du pic caractéristique de I’OH des billes vides de 3260

cm! 43342 cm! avec disparition des pics correspondant a la PCrL libre (Figure 34B).

L’analyse FTIR-ATR des billes vides de ’alginate de sodium-chitosane (SA-CH) montre la
présence des pics caractéristiques d’une molécule de chitosane aux alentours de 4000 cm™' et
500 cm! (Figure 43C). En effet, les pics trouvés a 3278 ecm’!, 1603 cm!, 1417 cm™ et 1024 ¢cm™!
sont les signatures du chitosane qui correspondent a la vibration d’allongement OH. Le pic de
3278 cm! correspondent a la vibration des groupements OH et NH. Le pic 1603 cm™ correspond
au groupement amide (C=O dans le groupement NH-COCH;) (Figure 43C). Lors de
I’immobilisation de la PCrL avec de 1’alginate de sodium-chitosane (SA-CH), I’analyse FTIR-
ATR révele le déplacement des pics caractéristiques des groupes C=0, OH et NH du chitosane,
suggérant que ces groupes interagissent avec la PCrL et 1’alginate de sodium, confirmant la

création de nouvelles liaisons hydrogéne et électrostatiques (Figure 34C).

Pour les billes témoin de zéolite-alginate de sodium (SA-ZE), le diagramme FTIR-ATR montre
la présence de pics caractéristiques de zéolite minérale a 3246 cm™! et 1030 cm™! (Figure 43D).
Suite a ’'immobilisation de la PCrL les pics correspondants a la PCrL libre ont été déplacés. Cette
transition montre que les groupes fonctionnels de la zéolite ont interagi avec la PCrL et I’alginate
pendant 1’encapsulation-adsorption. Ainsi, le pic du groupement COO™ de 1’alginate de sodium

passe de 1598 cm™'et 1425 cm™ 4 1603 cm'et 1427 cm! (Figure 43D) pour les billes immobilisées,
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ce qui montre que les charges positives de la zéolite ont un effet d’interaction de type
¢lectrostatique avec les charges négatives de 1’alginate. De plus, le nombre de pics du groupe OH
passe de 3246 cm™ a 3358 cm!. Ces déplacements sont dus aux fortes complexations de la PCrL

avec I’alginate de sodium et la zéolite (Figure 34D).
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Figure 34 : Spectrogrammes infrarouges des billes de PCrL libre (A), PCrL-SA (B), PCrL-SA-CH (C) et PCrL-SA-
ZE (D). Le profil de potentiel FTIR-ATR a été généré a I’aide du logiciel OriginLab OriginPro 2021b v9.8.5.204
(SR1).

4.1.2.Modé¢le DRX

Les spectres DRX montrent que tous les pics étaient plus intenses suite a I’immobilisation de
la PCrL et que la structure cristalline est toujours maintenue apres les processus d’immobilisation
enzymatique, ce qui coincide avec les résultats FTIR-ATR. Cela indique que la structure rigide du
chitosane, de la zéolite et de I’alginate de sodium peut étre adoptée comme d’excellents supports
pour I’immobilisation de la PCrL (Figure 35). De ces résultats, nous avons pu déduire que la PCrL
immobilisée a bien conservé ses caractéristiques spectrales, permettant ainsi la séparation efficace

et facile du biocatalyseur apres la réaction.
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SA sans PCrL
PCrL-SA
PCrL-SA-ZE
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Figure 35 : Profil DRX des billes SA, SA-CH et SA-ZE seuls et complexés au PCrL. Les modeles DRX ont été
générés a 1’aide de Match! logiciel (version 3.10.2.173).

4.1.3. Microscopie ¢électronique a balayage

Les micrographies MEB des supports (SA, SA-CH et SA-ZE) seuls et complexés a la PCrL
(PCrL-SA-, PCrL-SA-CH et PCrL-SA-ZE) illustrent clairement les différences des morphologies
de surface apres immobilisation (Figure 36). La surface des billes avec ou sans PCrL ressemble a
des structures de mailles rugueuses et serrées. Il a été noté que les billes sans PCrL ont des pores

plus larges, alors que les pores des billes avec PCrL semblent étre occupés.

SA sans PCrL SA-CH sans PCrL

PCrL- SA PCrL- SA-CH PCrL- SA-ZE

Figure 36 : Observation microscopiques par MEB des billes (SA, SA-CH et SA-ZE) seuls et complexés a la PCrL.

4.2.Immobilisation par adsorption

L’immobilisation de la PCrL a été effectuée en incubant 1 mL de la lipase PCrL (5000 U/mg)
avec 1 g de support (CaCOs3 ou Celite 545) a 4°C, sous une agitation douce. Les pourcentages de
rendement de I’activité lipase immobilisée sont présentés sur la figure 37. Nos résultats montrent
que CaCOs entraine un bon rendement de 90 + 2% apres 30 min d’incubation (4500 U/mg) a 4°C.

Néanmoins, la PCrL adsorbée sur Celite 545 a montré un tres faible pourcentage d’immobilisation
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qui ne dépassait pas 15 £ 1,2% apreés 30 min d’incubation (750 U/mg) a 4°C. La meilleure liaison
de la PCrL avec le CaCOs3 pourrait expliquer cette augmentation du rendement d’immobilisation
de P’activité lipase. En effet, ce support est un adsorbant qui conduit a une forte dispersion de la
PCrL dans le support et préserve 1’activité catalytique. Nous avons donc retenu le CaCO3; comme
support pour I’immobilisation de notre lipase. En effet, ce support est non toxique et dépourvu de

toute réactivité chimique.

Ces résultats sont cohérents avec ceux obtenus par Ghamgui et al., (2007), qui ont trouvé un
rendement d’immobilisation de 95%, apres 30 min d’incubation de la lipase de Rhizopus oryzae
avec du CaCOs. De méme, la lipase de Bacillus stearothermophilus immobilisée par adsorption
physique sur CaCOs, a montré un rendement supérieur a 89% pendant 30 min (Ben Bacha et al.,
2022). De plus, I’adsorption de la lipase Proteus vulgaris OR34 sur CaCO3, a montré un rendement
supérieur a 89% pendant 60 min. Ces observations peuvent s’expliquer par le fait que le carbonate
de calcium est une poudre blanche avec de petites particules cristallines capables de produire une
grande surface d’adsorption (Ghamgui et al., 2007; Khmaissa et al., 2022). L’utilisation du CaCO3
comme matrice d’immobilisation est diie a son faible colt, son caractére non toxique et son
absence de réactivité chimique avec les protéines (Ghamgui et al., 2007; Ben Bacha et al., 2022).
I1 a été rapporté que I’immobilisation par adsorption physique est la technique la plus simple et la
moins couteuse. De plus, les faibles interactions (interactions hydrophobes, liaisons hydrogenes et
force de van der Waals) établies entre 1’enzyme et le support n’ont pas d’effets néfastes sur
I’activité catalytique (Lee et al., 2021). Ces liaisons étant si faibles, I’enzyme peut facilement se
désorber du support dans des conditions industrielles. Malgré cela, cette technique est tres utile si
I’enzyme est destinée au domaine de la synthése organique, ou la désorption est négligée en raison

de la faible solubilité des lipases dans les solvants organiques (Sharma and Kanwar, 2014).
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Figure 37 : Cinétique d’adsorption de la PCrL sur le CaCO; et le Celite 545.
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4.3.Effet de la température sur I’activité et la stabilité de PCrL immobilisée

Les profils d’activité de la PCrL libre et PCrL immobilisée a différentes températures sont
présentés sur la figure 38A. En effet, la PCrL immobilisée sur CaCOs et alginate de sodium a été
plus active que la PCrL libre dans une gamme de température de 10 a 80°C avec un optimum a
45°C sur CaCO:s et alginate de sodium, alors que la température optimale pour la PCrL est de 37°C.

Concerne la thermostabilité, comme le montre la figure 38B, la PCrL immobilisée sur CaCOs3
et I’alginate de sodium est stable sur une large plage de température, conservant 100% de son
activité initiale a 45 et 60°C, tandis que ’activité résiduelle de la PCrL libre conservait environ
50% de son activité initiale a 45°C, elle était totalement inhibée a 60°C. Ces résultats sont
similaires a ceux trouvés par Misbah et al., (2020), Ben Bacha et al., (2022), qui ont trouvé que la
lipase immobilisée sur CaCOs est plus active que la lipase libre a haute température. Il est souvent
montré que I’enzyme immobilisée a une stabilité thermique plus élevée que I’enzyme libre, du fait
de la restriction de sa flexibilité conformationnelle due a ses multiples points de fixation sur le
support, ce qui limitent le déploiement de la protéine a des températures extrémes (Ghamgui et al.,

2007; Kharrat et al., 2011).
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Figure 38 : Effet de la température sur I’activité (A) et la stabilité (B) de la PCrL libre et de la PCrL immobilisée. Les
enzymes ont été incubées pendant 1 h a différentes températures pour 1’étude de la stabilité. Les activités ont été
mesurées en utilisant le TC8 comme substrat.

4.4.Effet du pH sur Pactivité et la stabilité de la PCrL immobilisée

Les résultats illustrés sur la figure 39A montrent que I’immobilisation n’a aucun effet sur
I’optimum du pH qui est de 9 pour PCrL libre et immobilisée. De plus, a pH 11, la PCrL
immobilisée conserve 70% de son activité initiale, alors que la PCrL libre ne conserve que 30%
de son activité initiale.

En ce qui concerne la stabilité¢ au pH, la figure 39B montre que la PCrL immobilisée présente

le méme comportement de la PCrL libre qui a montré une stabilité remarquable a un pH allant de
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6 a 9. Cette fixation confere a la lipase une rigidité de sa structure tridimensionnelle, qui se

maintien méme a des valeurs de pH extrémes (Dong et al., 2012; Khmaissa et al., 2022).
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Figure 39 : Effet du pH sur I’activité (A) et la stabilité (B) de la PCrL libre et de la PCrL immobilisée. Les enzymes
ont été incubées 1 h, dans différents tampons, a 4°C pour I’¢tude de la stabilité. Les activités ont été mesurées en
utilisant le TC8 comme substrat.

5. Evaluation de la performance de la PCrL libre et PCrL immobilisée (CaCOs) dans la

synthése organique
5.1.Effet des solvants organiques sur la stabilité de la PCrL immobilisée

L’amélioration des propriétés biochimiques (activité, stabilité au pH, thermostabilité¢) de la
PCrL, suite a son immobilisation sur le CaCOs, ouvre des applications potentielles dans divers
domaines, comme la production du biodiesel. En effet, les lipases immobilisées ont suscité
beaucoup d’attention, en tant que biocatalyseurs de réactions de synthése. Néanmoins, la réaction
de synthése enzymatique peut étre réalisée en présence d’un solvant organique afin d’augmenter
la solubilité des substrats, réduire la viscosité du mélange réactionnel et augmenter la vitesse de la
réaction (Sankaran et al., 2016). Les enzymes sont de plus en plus utilisées en présence de solvants
organiques. De ce fait, ’addition de ces derniers permet de mieux comprendre le mécanisme
réactionnel de certaines enzymes, de transformer des réactions d’hydrolyse en réactions de
synthése et de réaliser, dans certains cas, plus efficacement des réactions enzymatiques. Les
lipases, enzymes susceptibles d’hydrolyser les liaisons ester-carboxylique, sont également
capables de catalyser la synthese des esters. En effet, ces réactions d’inversion d’hydrolyse se
déroulent en présence de solvants organiques qui diminuent 1’activité de 1’eau, favorisant ainsi la
synthese par rapport a I’hydrolyse. Le choix du solvant qui inactive le moins 1’enzyme est d’une
grande importance pour la réalisation des réactions de synthése. Pour cela, nous avons étudié
I’influence de 1’addition de plusieurs solvants organiques (polaires et non polaires), sur ’activité

de la PCrL libre et PCrL immobilisée (Figure 40). La PCrL immobilisée montre une stabilité
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primordiale vis-a-vis les solvants organiques par rapport a la PCrL non immobilisée. Aprés 24 h
d’incubation, a une concentration finale de 25% (v/v) de solvants organiques non miscibles a I’eau
(Log P>1,8), la PCrL immobilisée a montré une bonne stabilité similaire a celle obtenu avec la
PCrL libre (Figure 40).

En revanche, I’exposition de la PCrL immobilisée aux solvants organiques miscibles a 1’eau
(polaires) a montré une stabilité enzymatique améliorée par rapport aux résultats obtenus avec la
PCrL libre (Figure 40). En présence de DMF, de DMSO ou de méthanol, la PCrL immobilisée a
conservé respectivement 80, 70 ou 80% de son activité initiale, alors qu’elle a perdu environ 40
ou 50% de son activité lorsqu’elle a été incubée respectivement avec de 1’é¢thanol ou de
I’acétonitrile (Figure 40). La PCrL immobilisée sur CaCOs s’est avérée tres stable (plus de 50%
d’activité) en présence de différents solvants organiques hydrophobes et hydrophiles, a une
concentration de 25% (v/v) jusqu’a 24 h d’incubation. Cette propriété essentielle pour la catalyse
des réactions de synthése organique, telles que la synthése du biodiesel.

Généralement, il a été constaté que le taux production de biodiesel augmente avec
I’augmentation de I’hydrophobicité du solvant utilisé (Laane et al., 1987). L utilisation de solvants
hydrophiles, en revanche, entraine des taux plus faibles, en raison de leur tendance a éliminer I’eau
liée a la surface de I’enzyme, ce qui provoque sa dénaturation et par conséquent une diminution
du taux de conversion (Gorman and Dordick, 1992). Il a été rapporté que 1’élimination de I’eau
d’hydratation de I’enzyme se produit lorsque la valeur de Log P du solvant organique est inférieure
a 2, alors que ce phénomene n’est pas observé a des valeurs de Log P comprises entre 2 et 4 (Taher
and Al-Zuhair, 2017). C’est pourquoi le n-hexane, dont le Log P=3,5 est couramment utilisé dans
le milieu réactionnel et dont 1’effet positif a été¢ prouvé dans la plupart des études portant sur la

production du biodiesel (Kaur et a/,. 2019).
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Figure 40 : Effet des différents solvants organiques a une concentration de 25% (v/v) sur la stabilité de la PCrL
immobilisée. Les activités résiduelles ont été mesurées tout au long des 24 h d’incubation a 40°C.
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5.2.Réaction d’estérification catalysée par la lipase

Aprés immobilisation de la PCrL sur CaCOs et apres confirmation de sa stabilité en présence
de divers solvants organiques, sa capacité a catalyser la synthése d’esters méthyliques d’acides
oléique via une réaction d’estérification, en présence d’hexane, a été testée. Le résultat illustré sur
la figure 41 montre que le rendement de conversion le plus élevé est de I’ordre de 65%. Ce
rendement a été obtenu avec la lipase immobilisée aprés 12 h d’incubation a 40°C, alors que la
PCrL libre n’a engendré que 30% de conversion dans les mémes conditions.

La lipase de Penicillium expansum a également été utilisée pour catalyser une réaction de
transestérification de 1’huile de mais avec du méthanol. Le degré de conversion obtenu (en
biodiesel) était de 86% (Zhang et al., 2011). Singh and Mukhopadhyay, (2012) ont rapporté
I’utilisation de lipases de Rhizomucor miehei et Candida antarctica dans la transestérification de
diverses huiles en utilisant I’hexane comme solvant et ont constaté que la lipase de Rhizomucor
miehei est plus efficace pour convertir les alcools primaires (méthanol, éthanol, propanol et 1-
butanol) avec des rendements compris entre 95 et 98%, tandis que la lipase de Candida antarctica
est plus adaptée a la conversion des alcools secondaires (isopropanol et 2-butanol) avec des
rendements compris entre 61 et 84%. De plus la lipase de Geotrichum candidum montre un
rendement de conversion de 37% (Ramos et al., 2021). La lipase de Proteus sp. W1 exprimée dans
E. coli a également été utilisée pour catalyser une réaction de transestérification de I’huile de palme
avec de I’éthanol. Le degré de conversion obtenu en biodiesel était de 43% (Whangsuk et al.,
2013). Cependant, la transestérification de I’huile de colza avec du méthanol, catalysée par la
lipase de Proteus sp. K107 (exprimée dans E. coli) a montré un rendement de conversion de 97%
(Gao et al., 2009).
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Figure 41 : Cinétique d’estérification de ’acide ol€ique par la PCrL et PCrL immobilisée. La réaction a été conduite

a40°C sous agitation pendant 24 h en utilisant 500 UI d’enzyme dans I’hexane et un rapport molaire de 3:1 méthanol
/ acide oléique.
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5.3.Paramétres thermodynamiques de I’inactivation thermique de la PCrL

Les valeurs ti2 et le temps de réduction décimale (D) ont augmenté dans la PCrL immobilisée
par rapport a ’enzyme libre (Tableau 19). Les billes PCrL-SA et PCrL-CaCOs ont révélé une
stabilité thermique supérieure a celle de la PCrL soluble. L’énergie d’activation Eq élevée observée
de la PCrL immobilisée peut étre diie au fait que le temps nécessaire pour le contact de PCrL et du
substrat s’est prolongé en raison de I’immobilisation, ce qui a entrainé une diminution de I’activité
catalytique. Un comportement similaire a été rapporté pour une protéase immobilisée sur des
supports organiques et des supports hybrides (Mechri et al., 2022).

L’Ea. de PCrL, PCrL-SA et PCrL-CaCO; indique que I’immobilisation a diminué I’énergie
d’activation nécessaire a la formation du complexe enzyme-substrat (Figure 42). Les valeurs de
AHg, AGq et ASq étaient plus élevées pour la PCrL immobilisée que celles de la forme libre. Pour
chaque support une légeére diminution de AHq accompagne 1I’augmentation de la température. Par
conséquent, les valeurs de AHq ont été réduites suite a une augmentation de la température,
démontrant qu’une énergie minimale est nécessaire pour dénaturer la PCrL a haute température.
Les grandes valeurs de AHq prouvent la meilleur stabilité de la PCrL immobilisée. En conséquence,
a température ¢élevée, la PCrL libre et immobilisée ont subi des changements conformationnels
conduisant a la réduction du changement d’enthalpie qui est plus importante pour chaque PCrL
immobilisée par rapport a celui de la forme libre. Par conséquent, les résultats ont confirmé que
les valeurs de AGq pour la PCrL immobilisée étaient légérement supérieure a celles de la PCrL
libre. La stabilité de la protéine est directement corrélée aux valeurs AG, ou des valeurs AG élevées
et positives prouvent la non-spontanéité de la réaction de dénaturation thermique du biocatalyseur.
Ainsi, la modification de la structure 3D de la PCrL est également complétée par une augmentation

de la perturbation, du caractére aléatoire ou de I’entropie d’activation.
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Figure 42 : Paramétres thermodynamiques de PCrL libre et immobilisée. Diagramme d’Arrhenius de Ln (Kg) vs 1/Température,
pour calculer I’énergie d’activation (E,).
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Tableau 19 : Les parameétres cinétiques et thermodynamiques des PCrL libre et immobilisée.

Enzyme Temp. t12 ka (W) D (h) AHy4 AGq J.mol") AS (J.molI"  E;(kJ.mol') E

K) (h) (kJ.mol ™) LK) (kJ.mol
1
)
PCrL libre 313 1 0.346 6.656  -16.80 2 -53.68 -7.28 -0.60
323 05  0.693 3323 -17.10 -1.12 -52.93
333 025 0.326 7064 -17.41 -1.16 -52.27
PCrL-SA 313 4 0.173 13312 -13.16 -1.08 -42.04 -3.64 -0.03
323 3 0.231 10.013  -13.46 2.85 -41.68
333 2 0.346 6.656  -13.77 1.16 -41.35
PCrL- 313 6 0.115 13312 -13.18 -1.15 -42.10 -3.66 -0.033
CaCOs 323 4 0.173 13312 -13.48 -1.16 -41.73
333 3 0.231 10.013  -13.77 -1.16 -41.34

6. Conclusion

La PCrL a été purifiée a homogénéité en deux étapes: précipitation au sulfate d’ammonium
(70%) suivie d’une chromatographie d’échange d’anions sur colonne HiTrap™ Q-Sepharose FF.
La PCrL a été purifiée 63 fois, avec un rendement d’environ 34% et une activité spécifique de
5000 et 10 000 U/mg sur des émulsions d’huile d’olive et de TC8, respectivement. La lipase
purifiée avait une masse moléculaire de 28 kDa estimée par sur SDS-PAGE. Son activité maximale
a été détectée a 37°C et a pH 9 en présence de 2 mM CaCl,. La PCrL présentait une régiosélectivité
nette de la position sn-1 du substrat TG. Il s’agit vrai semblablement d’une lipase a sérine
puisqu’elle est inhibée par I’Orlistat et les autres réactifs a sérine tel que le PMSF et le DFP.

La PCrL a montré une activité et une stabilité élevées en présence de solvants organiques non
miscibles a 1’eau, de tensioactifs et d’agents oxydants, et a montré une compatibilité considérable
avec les détergents a lessive commerciaux. L’analyse des performances de lavage a révélé qu’elle
pouvait éliminer efficacement les taches d’huile a partir des tissus. Ces propriétés intéressantes
font de la PCrL un candidat potentiel prometteur pour les formulations détergentes.

L’immobilisation de la PCrL par adsorption physique sur CaCO3 a amélioré sa thermostabilité.
De plus, grace a sa grande tolérance aux solvants organiques, la PCrL immobilisée a été utilisée
comme biocatalyseur dans une réaction d’estérification pour la synthése d’esters méthyliques en
présence d’hexane. Un rendement de conversion de 65% a été obtenu apres 12 h d’incubation a
40°C. L’immobilisation de la PCrL par encapsulation et encapsulation-adsorption a été réalisée
moyennant trois supports, et ce en utilisant le Ca* comme agent gélifiant. Une thermostabilité
remarquable a été obtenue pour la PCrL immobilisée sur alginate de sodium avec un rendement
d’immobilisation de 94 a 100%. L’efficacité et la qualité de I’'immobilisation ont été validées par
la spectroscopie FTIR-ATR, la microscopie €lectronique a balayage (MEB) et la diffraction des
rayons X (XRD).
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Chapitre 111 : Expressions hétérologues et caractérisation
de lipases microbiennes
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1. Introduction

L’objectif de ce chapitre fut donc le clonage et I’expression hétérologue du géne /ipCrL codant
la lipase PCrL de Penicillium crustosum Thom P22 et des génes codant les activités lipases de
Lactiplantibacillus pentosus S42 (Lip2) et de Lactiplantibacillus plantarum S62 (Lipl). Des
travaux antérieures ont rapporté une expression de la lipase de Lactobacillus rhamnosus GG de

27 kDa lorsque I’enzyme est exprimée chez E. coli BL21(DE3) (Manasian et al., 2020).
2. Amplification par PCR des génes codant Lipl, Lip2 et PCrL

Nous avons amplifi¢ par PCR le géne codant PCrL et les geénes codant des activités lipases
putatives chez LAB (Lactiplantibacillus pentosus S42 et Lactiplantibacillus plantarum S62), les
résultats de la PCR illustrent I’amplification de géne codant la PCrL (/ipCrL) de P22 (Figure 43A)
avec une taille attendue de 800 pb, et également I’amplification des génes codants (Lip! et Lip2)
des activités lipases chez LAB S62 et S42 d’apres les pistes 1, 2, respectivement, (Figure 43B)

avec une taille attendue de 800 pb.

PP MM 1 2 pb
10000 10000
1500 1500
1000 1000
750 750
500
250 250
(A) (B)

Figure 43 : Analyses par 1’¢lectrophorese sur gel d’agarose (0,8%) des amplifications par PCR réalisées avec la Taq
polymérase sur (A) ’ADNc de la PCrL (piste 2) et (B) sur I’ADN de la Lip1 (pistel) et Lip2 (piste2) de I’activité
lipase chez S62 et S42, respectivement MM :marqueur de taille moléculaire.

3. Clonage des genes codant Lip1 et Lip2

Le clonage des produits PCR (Lip! et Lip2) est réalisé dans le vecteur pGEM-T Easy, puis les
clones recombinants aprés transformation sont sélectionnés sur boite de Petri sur un milieu LB
contenant de I’ampicilline, et la présence de I’insert est vérifiée par PCR sur colonie a 1’aide
d’amorces situées de part et d’autre du site de clonage (021 Fwd et 369 Rev). Le criblage par PCR
confirme I’insertion des inserts dans le vecteur en piste 3 (Figure 44) pour la construction Lip!/

(taille attendue 800 pb), en pistes 6, 7, 8, 9 et 10 pour Lip2 (taille attendue 800 pb).
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Lip1 Lip2
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Figure 44 : Analyse sur gel d’agarose (0,8%) des produits PCR obtenus par la Taq polymérase sur des clones
recombinants. MM : marqueur de taille moléculaire. Pistes 1 a 5 : clones recombinants pour la construction Lip!/ et
Pistes 6 a 10 : clones recombinants pour la construction Lip2.

Un clone positif de chaque construction a été sélectionné et a été mis en culture. Les plasmides
ont été purifiés par Midi-préparation et quantifiés. Le plasmide de la construction Lip/ a été obtenu
a une concentration de 264 ng/uL, celui de Lip2 a 272 ng/uL. Le séquengage des constructions a

montré que les clones obtenus correspondaient en tous points aux séquences désirées (Figure 45).

1 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130
1 I
LpLIP1_T7: HEIRTLHLKTPEGQPFTHHIVQHDQFTLFFDURLHPLRLIFPGGGFHGVSEREVEHVHLKFIHKGYUHHVVKYNLTSDGPFYPTRHTIELHHLSYVKRHHQELNHDSDHVFVSEFSH%?&VHVHTHLGH

LpLIP1_SP6: HEIRTLALKTPEGAPFTHHIYQHDQF TLFPDDRLHPLALIFPGGGFAGYSEREYERYALKFIAKGYQARYYKYHLTSDGPFYPTARTIGLAALSYYKRHAQELHADSDHYFYSGFSAGGHLYAYHTALGA
Consensus HEIRTLALKTPEGQPFTHHIYQHDQF TLFPDDRLHPLALIFPGGGFAGYSEREYEAYALKFIAKGYQARYYKYHLTSDGPFYPTAATIGLAALSYYKRHAQELHADSDHYFYSGFSAGGHLYAYHTALGA

131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260

I I

LpLIP1_T7: QSEFLHNNHGFEETKLYPFAQILSYPYIDLTHGFPTSQHEHHAYTTDESYHHAQELYTSQTPPTFIHATRTDELYPYYNSLYYLAALGEHNYPFESHIYARGYHGLAFGDLADSRYHHPEDYYPRYQNHFP
LpLIP1_SP6: QSEFLNNHGFEETKLYPFAQILSYPYIDLTHGFPTSQHEHHAYTTDESYHHAQELYTSQTPPTFINATRTDELYPYYNSLYYLAALGEHNYPFESHIYARGYHGLAFGDLADSRYHHPEDYYPRYQNHFP
Consensus OSEFLHHHGFEETKLYPFAQILSYPYIDLTHGFPTSQHEHHAYTTDESYHHAQELYTSQTPPTFIMATRTDELYPYYHSLYYLAALGEHNYPFESHIYAARGYHGLAFGDLADSRYHHPEDYYPRYQNHFP

LpLIP1_T7: HALGHLRTLYASKHSTEL
LpLIP1_SP6: HALGHLRTLYASKHSTEL
Consensus HALGHLRTLYASKHSTET

Figure 45 : Alignement de Lip 1 (LpLipl T7) par rapport a la séquence du clone obtenu (LpLIP_SP6). Le motif de
lipase GXSXG (cadre vert).

Le vecteur (pET28b) et I’insert Lip/ ont été digérés par les enzymes de restriction adéquates
Ncol et Sall, ligués puis utilisés pour la transformation de bactéries TOP10. La ligation a été
effectuée dans un rapport (vecteur : insert) 1:1 avec un contrdle négatif 1:0 pendant une nuit.

Les clones recombinants apres transformation sont sélectionnés sur boite de Petri sur milieu LB
contenant de la kanamycine (résistance conférée par le pET28b), et la présence de 'insert est
vérifiée par PCR sur colonie. Les amorces utilisées sont situées sur le promoteur T7 (en amont du
codon initiateur du pET28b) et sur Lip!. Le criblage par PCR confirme I’insertion d’insert dans le
vecteur d’apres la pistes 4 (Figure 46) pour la construction Lip/ (taille attendue 800 pb).
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1500

1000

500

Figure 46 : Analyse par électrophorése sur gel d’agarose (0,8%) du criblage par PCR effectué avec la Taq polymérase
des clones recombinants. MM : marqueur de taille moléculaire ; Piste 1: contrdle négatif d’amplification (bactéries
transformées avec pET28b) ; Pistes 2 a 4 : clones recombinants pour la construction Lip/.

4. Transformation dans E. coli et expression :

L’expression, du géne Lip/ codant la lipase Lipl, a été entrepris chez E. coli également pour
produire cette lipase a grande échelle par transformation dans E. coli BL21(DE3). Ces bactéries
ont ¢été transformées par un vecteur vide comme controle négatif d’expression. Plusieurs
conditions ont d’abord été optimisées afin de maximiser 1’expression de la protéine. Tout d’abord
a 30°C pour obtenir une quantité de protéine importante en limitant les risques de présence de la
protéine d’intérét dans les corps d’inclusion. L’induction a 4°C également a été réalisée pour
ralentir le métabolisme et favoriser la solubilisation de la protéine et limiter la toxicité de la
protéine d’intérét pour la bactérie. L expression de la protéine dans ces différentes conditions a été
analysée sur culot bactérien par SDS-PAGE. La masse théorique attendue de I’enzyme est
d’environ 34 kDa. Dans I’ensemble des conditions testées, nous avons obtenu une expression de

la protéine Lip1, avec une plus forte expression a 30°C (Figure 47).

kDa
119
90

50
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19

Figure 47 :Analyse par SDS-PAGE de I’expression de la protéine recombinante obtenue a partir de la construction
pET28b-Lip1, pour différentes températures d’induction (30° et 4°C). Protéine Lipl est matérialisée par un cadre
jaune, Pistes 1 et 2 : clone BL21(DE3) transformé par la construction pET28b-Lip/; (-) : clone transformé par le
plasmide pET28b-vide.
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5. Modélisation moléculaire et analyse de la structure de la PCrL
5.1.Alignement de séquences

Nous avons analysé la séquence de la PCrL extraite de la séquence génomique de la souche
Penicillium crustosum Thom P22 (Annexe 2) avec diverses lipases de Penicillium (3G7N lipase
de Penicillium expansum (Bian et al., 2010) et la lipase de Penicillium expansum SM3

(AG044976.1) (Suja et al.,)), en utilisant le logiciel Psi-Blast (Figure 48).

1 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130

1 I
PCrL  HLFHYQSLLYGYSLISQALSAPILESRATADARAFPDLHRARKLSSARYTGCIGKAFDYTITKRIYDLYTDTHGFYGYSTEKKTIAYIMRGSTTE-TDFYHDIDIAL-TPELSGYTFPSDYKINRGYHRPH
AG044976.1 HLFHYQSLLYGYSLISQALSAPYLESRAYARSAAFPDLHRAAKLSSAYYTGCIGKAFDYTITKRIYDLLTDTHGFYGYSTEKKKISYIHRGSTTILADFINDIDIALITPELSGYTFPADYKIHRGYHRPH
3G7H ATADARAFPDLHRAAKLSSARY TGCIGKAFDYTIVKRIYDLYTDTHGFYGYSTEKKTIAYIMRGSTTILTDFYNDIDIALITPELSGYTFPSDVKIHRGYHRPH
Consensus nlfnygsllvgvslisqalsap.lesrAtAdaAAFPDLHRARKLSSAaY TGCIGKAFDYTILKRIYDLvTDTHGFYGYSTEKKEIaYIHRGSTT/itDF ! NDIDIALiTPELSGYTFPsDYKIHRGYHRPH

131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260
I I
SAYHDTIITEVKALIAKYPDYTLEAYGHSLGGAL TSTAHYALAQHFPDKSLYSHALNAFPIGHOAHADFGTAQAGT-HRGHHYLDGYPHHYSSPLYNFKHYGTEYYSSGTERASTYKCEGORDKSCSAGHG

PCrL
AG044976.1 SSYHDTIIAEVKSLYEKYPDYTLEAYGHSLGGALTYIAHYALAQNFPGKELTSHALNAFPIGHEAHASFATSOPGTLHRGHHYLDGYPHHYSSALYNFKHYGTEYYSSGTAASTYKCDGORDKSCSAGHG
367N SAVHDTIITEVKALIAKYPDYTLEAYGHSLGHAL TSTAHYALAQNFPDKSLYSHALNAFPIGNOAHADFGTAQAGTFHRGHNYLDGYPHHYSSPLYNFKHYGTEYYSSGTEASTYKCEGARDKSCSAGHG
Consensus SaYHDTIILEVKal !aKYPDYTLEAYGHSLGGALTsIAHYALAQNFPAKsLvSHALNAFPIGH#AHAdF¢TalaGT . NRGHNYLDGYPHHYSSpLYNFKHYGTEYYSSGTeASTVYKC #GORDKSCSAGHG
*

261 270 280 285

|mm—————— e e |

PCrL  HYAYTPGHIASFGYYHLTAGCGYLS
AG044976.1 HYAVTYGHFASFGYYHLTAGCGYLS
3G7H HYAVTPGHIASFGYYHLTAGCGYLS
Consensus HYRVTpEEiHSFGVVHLTHGEEYLS

Figure 48 : Alignement multiple de séquences de la PCrL avec la lipase de Penicillium expansum (PDB : 37GN) et
Penicillium expansum SM3. Les résidus identiques dans toutes les séquences sont surlignés en rouge, la triade
catalytique composée de Ser, Asp et His est indiquée par un astérisque. Les acides aminés encadrés en noir indiquent
le couvercle de 8 acides aminés, les premiers 27 acides aminés représentent le peptide signal de I’enzyme.

La comparaison de cette séquence protéique de la PCrL montre des identités significatives avec

les autres lipases décrites auparavant. En effet, la PCrL présente des % d’identité évalués a :

4+ 98% avec la lipase de Penicillium expansum (PDB : 3G7N) avec 3 acides aminés différents.

% 90% avec la lipase de Penicillium expansum SM3 (no. d’accession AG044976.1) avec 27
acides aminés de différents.

5.2. Etude structurale de 1a PCrL

La modélisation moléculaire de la PCrL a été réalisée avec le logiciel Alphafold (Figure 49).
Le site actif de PCrL a été identifié comme étant S159, D215 et H268, en adoptant la numérotation
a partir de la Met terminale (Figure 48). L’arrangement spatial de cette triade catalytique se
superpose assez bien aux enzymes les plus proches, la lipase de Penicillium expansum (code PDB
: 3G7N). S159 est le nucléophile qui doit étre activé par les résidus d’histidine et d’acide aspartique
dans un mécanisme commun a toutes les sérine hydrolases, et attaque le substrat pour former un
intermédiaire acyl-enzyme covalent. Toutes les sérine hydrolases contiennent un trou oxyanion,
généralement composé de deux atomes d’hydrogéne amide de la chaine principale, qui stabilise
les intermédiaires tétraédriques qui se produisent a la fois pendant les étapes d’acylation et de
désacylation comme décrit auparavant (Figure 13). Dans la structure PCrL actuelle, deux groupes

amide dans les résidus 213 et 214 ont été identifiés comme étant le trou d’oxyanion sur la base de
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la comparaison structurelle avec la lipase de Penicillium expansum cristallisée en présence
d’inhibiteur.

Les lipases sont caractérisées par leur activité considérablement accrue lorsqu’elles agissent a
I’interface lipide-eau de la micelle, un phénomene appelé activation interfaciale. Cette propriété
est le résultat de la présence d’un domaine couvercle qui couvre le site actif. Le domaine du
couvercle est un court segment hélicoidal ou une boucle de surface, et est souvent de nature
chimique amphipathique. En s’exposant a la phase lipidique de I’interface lipide-eau, cette
paupiere amphipathique subit un changement conformationnel, s’éloigne de la sérine du site actif,
transformant ainsi la forme « fermée » de I’enzyme en une forme « ouverte », avec le site actif
maintenant accessible au solvant. Dans le méme temps, une grande surface hydrophobe de la lipase
est exposée, facilitant la liaison de la lipase aux substrats. Dans la structure actuelle de la PCrL, le
domaine couvercle a été identifié comme les résidus d’hélice 02/95-102 coloré en rouge dans la

figure 49.

Figure 49 : La structure globale de la lipase de Penicillium crustosum (PCrL). Les hélices a sont étiquetées al a aS.
Les résidus catalytiques S159, D215 et H268 sont représentés sous forme de batonnets CPK tandis que le couvercle
(hélice 02/95-102) dans sa conformation ouverte est coloré en rouge. En médaillon : conformation fermée de la lipase
PCrL. Le couvercle (hélice 02/95-102) dans sa conformation ouverte est coloré en rouge.
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6. Conclusion

Lactiplantibacillus pentosus S42 et Lactiplantibacillus plantarum S62 font partie des souches
probiotiques humaines les plus étudiées. Malgré cela, les bases moléculaires de nombreux
mécanismes impliqués dans les interactions probiotique — hote ne sont pas encore claires. Les
protéines probiotiques excrétées dans le milieu extracellulaire pourraient avoir un effet sur
I’interaction avec 1’hote.

D’aprés I’analyse de la séquence d’acides aminés, Lipl appartient aux familles d’enzymes
lipolytiques avec le motif (GXSXGQ) typique, ou S est la sérine catalytique.

Cependant, 1’étude des lipases originaires des bactéries lactiques a I’échelle moléculaire n’est
pas bien décortiquée. Dans ce sens, nous avons voulu isoler par PCR les geénes codant les lipases
de nos souches S42 et S62 afin de déterminer leurs séquences protéiques et de les exprimer chez

E. coli pour les produire en grande quantité.
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Chapitre VI : Etude de ’activité antimicrobienne des
LAB contre les micro-organismes cibles
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1. Intoduction

La détérioration des produits alimentaires par des bactéries et des champignons (E. coli
O157:H7, Salmonella enterica sérovars Typhimurium, Listeria monocytogenes et Penicillium sp.)
est un probléme mondial. Ils peuvent causer des dommages importants aux aliments (c’est-a-dire
une odeur, un golt ou une apparence désagréable), ainsi que la formation de substances nocives
pour la santé des consommateurs. Ils sont considérés comme un probléme de santé grave, en

particulier pour les patients jeunes, dgés et immunodéprimés (Chakchouk-Mtibaa et al., 2014).

Les cas de listériose humaine sont principalement liés a des produits laitiers contaminés (Matto
et al., 2018), en raison de la tolérance de L. monocytogenes a leurs conditions de transformation et
de stockage (Bucur et al., 2018). Quinto et al., (2020) ont démontré la capacité de survie d’E. coli
dans le lait et les produits laitiers pendant plusieurs semaines. La farine de blé, provenant de
différents pays, a été signalée comme étant contaminée par divers micro-organismes pathogenes
et altérée, y compris par des bactéries (E. coli, Salmonella, Bacillus cereus, Staphylococcus
aureus) et des levures et des moisissures (4spergillus, Fusarium, Penicillium) (Magallanes Lopez
and Simsek, 2021), ce qui peut entrainer une perte de qualité et de sécurité des produits transformés

a base de blé¢ (Myoda et al., 2019).

La feuille de pastilla, produit alimentaire traditionnel d’ Afrique du Nord a base de farine de blé,
est largement utilisée dans les préparations culinaires et patissieres. De plus, il y a une
augmentation de la consommation de produits a base de blé mi-cuits (i.e. Feuille de Pastilla, Pizza,
Tacos, Burger...), qui sont généralement emballés et conservés au réfrigérateur avant
consommation. Pendant le stockage, ces produits alimentaires sont sujets au développement de
micro-organismes pathogenes et d’altération (par exemple, Bacillus cereus, Clostridium
botulinum, E. coli, Salmonella et Staphylococcus aureus), ce qui peut entrainer de graves maladies
d’origine alimentaire pour le consommateur (Sabillon and Bianchini, 2016). Ces agents
pathogenes sont principalement controlés avec des conservateurs chimiques (Militello et al.,
2011). Cependant, les conservateurs naturels sont de plus en plus demandés par les consommateurs
comme alternative aux produits chimiques, en raison de leurs effets négatifs sur la santé humaine

et I’environnement (Carocho et al, 2015).

Les bactéries lactiques (LAB) suscitent 1’intérét des industriels pour la bioconservation des
aliments, en raison de leur statut GRAS et de leur activité antimicrobienne (Djadouni and Kihal,
2012). Ils sont capables de produire divers métabolites antimicrobiens, notamment des acides
organiques, du peroxyde d’hydrogéne, du diacétyle, de la reutérine, du dioxyde de carbone et des

bactériocines (Dortu and Thonart, 2009). Ils se sont avérés efficaces pour conserver les aliments
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et améliorer la qualité nutritionnelle d’une variété de produits alimentaires fermentés (Sameh et
al.,2016; Dinev et al., 2018). L’utilisation de souches de LAB probiotiques sélectionnées et/ou de
leurs métabolites peut assurer 1’inhibition des micro-organismes pathogenes et d’altération, et

¢galement améliorer les propriétés fonctionnelles des produits alimentaires.

L’objectif principal de ce travail est de caractériser 1’activité antimicrobienne de certaines
souches de LAB (Levilactobacillus brevis S27, Lactiplantibacillus pentosus S42 et
Lactiplantibacillus plantarum S62) isolées a partir d’olive fermentée traditionnelle et d’évaluer
leur effet bioconservateur sur le lait et la feuille de Pastilla contre certains microorganismes a

I’origine d’altérations des aliments.
2. Activité antimicrobienne de souches LAB

Les résultats de I’activité antimicrobienne des souches LAB (Lb. brevis S27, Lb. pentosus S42
et Lb. plantarum S62) contre les bactéries (L. innocua et E. coli) et la levure (R. glutinis) sont
rapportés dans le tableau 20. Les valeurs de la zone d’inhibition (ZI) variaient de 27,33 a 29,83
mm, de 18,33 a 19,83 mm et de 14,33 a 15,66 mm contre R. glutinis, L. innocua et E. coli,
respectivement. Les valeurs de ZI obtenues contre R. glutinis ont été supérieures a celles obtenues
contre L. innocua et E. coli. Parmi les souches LAB, Lb. pentosus S42, a montré la valeur
significativement la plus basse (P<0,05) contre R. glutinis, tandis que les autres souches de LAB
(Lb. brevis S27 et Lb. plantarum S62) ont présenté des valeurs ZI plus élevées. De plus, aucune
différence significative (P<0,05) n’a été observée entre les trois souches de LAB contre chaque

souches cibles.

Les trois souches de LAB présentent une activité antifongique supérieure a [’activité
antibactérienne. Cet activité antifongique élevée obtenue dans ces souches LAB peut étre due a
leur isolement initial en tant que souches antifongiques potentielles contre Candida pelliculosa
(Abouloifa et al., 2020), et elles ont démontré une activité antifongique importante contre les
levures pathogeénes et d’altération (Candida pelliculosa et R. glutinis) et des moisissures
(Aspergillus niger, Penicillium digitatum, Fusarium oxysporum et Rhizopus sp.) (Abouloifa et al.,
2022). Les activités antibactériennes et antifongiques importantes, obtenues avec les trois souches
probiotiques LAB indiquent leur utilisation possible dans la transformation des aliments en tant

que bioconservateur alimentaire.
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Tableau 20 : Valeurs de la zone d’inhibition (en mm) des souches LAB obtenues contre R. glutinis, E. coli et L.
innocua avec la méthode de superposition.

zone d’inhibition (mm)

Souches LAB
R. glutinis E. coli L. innocua
Lb. brevis S27 29,16°+0.57 14,33%£1.04 18,66°+2.56
Lb. pentosus S42 27,33%+1.25 15,66°+0.28 18,33°+1.89
Lb. plantarum S62 29,83%+2.25 15,16°+0.57 19,83%+£2.25

Les valeurs sont la moyenne + I’erreur standard des triplicats
*b Tes moyennes dans la méme colonne de chaque souche cible avec différentes lettres minuscules différaient
significativement (P <0,05).

3. Activité antimicrobienne des surnageants de souches LAB

Les valeurs ZI des surnageants des souches LAB, obtenues contre les souches cibles, sont
rapportées dans le tableau 21. Le CFS brut (pH 4,2) a montré la méme tendance des valeurs ZI
contre les cibles que celle obtenue avec les cultures de souches LAB (Tableau 20), mais avec des
valeurs plus faibles. Par conséquent, le CFS de toutes les souches de LAB a montré des valeurs ZI
de 26,33 428,83 mm, 14,16 a2 16,33 mm et 10 a 12,16 mm contre R. glutinis, L. innocua et E. coli,
respectivement. Tous les CFS des trois souches LAB ont démontré une activité antifongique
supérieure a leur activité antibactérienne

Les valeurs ZI obtenues avec NCFS (SFC neutralisé a pH 7) contre L. innocua et R. glutinis
¢taient respectivement de 13,16-14,50 mm et 17,83-20,50 mm, alors qu’aucune inhibition n’a été
obtenue contre E. coli. Les mémes résultats ont été observée dans des NCFS des souches LAB
traitées avec la catalase. De plus, aucune inhibition n’a été détectée dans le CFS des trois souches
de LAB traitées avec la protéinase-K, Cependant, des molécules bioactives impliquées dans
I’inhibition de L. innocua et R. glutinis sont des natures protéiques

La souche Lb. plantarum S62 a montré des valeurs ZI significativement plus élevées (P<0,05)
avec son NCFS (pH7) contre R. glutinis et son CFS (pH4,2) contre L. innocua, alors qu’aucune
différence significative (P<0, 05) n’a été observée entre les trois souches de LAB en termes de
valeurs ZI obtenues avec les autres surnageants (NCFS traité a la catalase et NCFS traité a la
protéinase-K).

La souche Lb. plantarum S62 a montré I’effet inhibiteur le plus élevé contre R. glutinis et L.
innocua, et les valeurs ZI les plus €levées ont été obtenues avec son CFS brut, suivi de celui obtenu
avec le CFS neutralis¢é (NCFS), et enfin de celui obtenu avec le NCFS trait¢ a la catalase. Il
convient de noter qu’aucune activité antibactérienne ou antifongique n’a ét¢ obtenue avec le NCFS
trait¢ a la protéinase-K. Ces résultats indiquent la diversité des biomolécules impliquées dans

I’activité antimicrobienne de Lb. plantarum S62, qui comprennent des acides organiques, du
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peroxyde d’hydrogéne et des composés protéiniques. Ces résultats sont concordants et confirment

ceux obtenus par Abouloifa ef al., ( 2021).

Tableau 21 : Valeurs de la zone d’inhibition (mm) des surnageants (CFS, NCFS, NCFS traité a la catalase et NCFS
traité a la protéinase-K) des souches LAB obtenues contre R. glutinis, E. coli et L. innocua.

Zone d’inhibition (mm)

Souches LAB R. glutinis E. coli L. innocua
pH4.2 pH7 Cat. Prot-K pH4.2 pH7 Cat.  Prot-K pH4.2 pH7 Cat. Prot-K
a b. a a. . a a,
Lb. brevis S27 26,33+ 17,83+ 18,33%+ 10,00°+ 14,16+ 13,16+ 13,00+
1,04 2,25 0,76 ND 2,50 ND ND ND 1,25 2,25 1,00 ND
a b. a a b. a a,
Lb. pentosus S42 26,66+ 18,16°+ 18,83%+ 12,16+ 15,33+ 13,66+ 13,66+
7 1,75 1,75 0,57 ND 2,08 ND ND ND 1,25 1,15 1,04 ND
Lb. plantarum S62 28,83+ 20,50+ 20,50+ 11,83%+ 16,33%+ 14,50+ 14,50+
? 1,52 2,78 2,00 ND 1,60 ND ND ND 0,76 1,50 0,50 ND

Les valeurs sont la moyenne + I’erreur standard des triplicats

*¢ Les moyennes dans la méme colonne de chaque paramétre avec différentes lettres minuscules différaient
significativement (P<0,05).

pH 4,2, surnageant acellulaire (CFS) ; pH7, CFS neutralis¢ (NCFS); Cat., NCFS traité avec de la catalase; Prot-K,
NCEFS traité avec la catalase et la protéinase K ; ND : non détecté.

4. Activité antimicrobienne des protéines précipitées des souches LAB

Le précipité de protéines des trois souches LAB a montré des plages de valeurs ZI de 11,83-
13,16 mm et 18,33-20,66 mm contre L. innocua et R. glutinis, respectivement ; Alors que les
valeurs ZI obtenues avec les témoins positifs a ét¢ de 12 mm avec la nisine contre L. innocua et
de 22,3 mm avec le cycloheximide contre R. glutinis (Tableau 22). Aucune différence significative
n’a été observée entre les valeurs ZI obtenues avec les trois souches LAB contre L. innocua.
Cependant, Lb. plantarum S62 a montré la valeur ZI significativement (P<0,05) la plus élevée
contre R. glutinis, qui n’est pas significativement (P<0,05) différente de celle obtenue avec le

cycloheximide (0,01 mg/mL), utilis¢é comme controle positif.

Tableau 22 : Valeurs de la zone d’inhibition des protéines précipitées des souches LAB obtenues contre L. innocua
et R. glutinis.

Zone d’inhibition (mm)

Souches de LAB
L. innocua R. glutinis
Lb. brevis S27 13,16%¢1,25 18,50°+1,00
Lb. pentosus S42 11,83%¢1,25 18,33+1,25
Lb. plantarum S62 12,33%+1,04 20,66%+1,25
Nisin (1 mg/mL) 12,00°+0,86 NT
Cycloheximide (0.01 mg/mL) NT 22,33%+0,28

Les valeurs sont la moyenne = I’erreur standard des triplicats

*b Tes moyennes dans la méme colonne de chaque souche cible avec différentes lettres minuscules différaient
significativement (P<0,05).

NT : non testé.
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5. Analyse par SDS-PAGE du précipité de protéines LAB

Le SDS-PAGE des protéines précipitées du CFS de cultures de souches LAB (Lb. brevis, Lb.
pentosus S42 et Lb. plantarum S62) est reporté dans la figure 50. Les résultats ont montré que
parmi les quatre bandes peptidiques obtenues, deux bandes d’environ 42 et 56 kDa sont communes
aux trois souches LAB (S27, S42 et S62) et deux bandes supplémentaires de 46 et 89 kDa sont
observées en S42 et S27, respectivement.

Les composés protéiques obtenus a partir des trois souches LAB ont été analysés par SDS-
PAGE et les résultats ont montré la présence de quatre bandes peptidiques de 42, 46, 56 et 89 kDa,
qui pourraient étre impliquées dans I’inhibition de L. innocua et R. glutinis. Leurs poids
moléculaires relativement élevés (>30 kDa) indiquent que ces peptides peuvent étre comparés aux
bactériocines des classes III et IV (Zacharof and Lovitt, 2012). Des peptides de poids moléculaire
de 45 kDa, 55 kDa et 122 kDa obtenus a partir de souches LAB, qui sont proches de celui obtenu
dans ce travail, ont été actifs contre L. monocytogenes et L. innocua (Lash et al., 2005; Zafarullah
et al., 2019; Heidari et al., 2021). L’activité antibactérienne a ét¢ démontrée par ces peptides
(protéase extracellulaire) de 89 kDa, obtenus a partir d’'un champignon Xylaria psidii KT30
(Indarmawan et al., 2016), alors que 1’activité antifongique a été obtenue avec des peptides de
poids moléculaire de 45 kDa et 56 kDa (Atanassova et al., 2003; Di Biase et al., 2014) et avec un
peptide de 42 kDa identifi¢ comme chitinase de Tricotherma atroviride (Harighi et al., 2007).

kDa 12 3 4 5
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Figure 50 : Analyse SDS-PAGE du précipité de protéines obtenu a partir de souches LAB. Piste 1 : marqueurs de
masse moléculaire ; Pistes 2, 3 et 4 : les protéines précipitent a partir de Lb. brevis S27, Lb. pentosus S42 et Lb.
plantarum S62, respectivement ; Piste 5 : protéines précipitées a partir de bouillon MRS stérile.
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6. CMI du CFS concentré

Les valeurs de CMI du 10xCFS obtenues pour les trois souches LAB (Lb. brevis S27, Lb.
pentosus S42, Lb. plantarum S62) se sont révélées étre de 4,5% (v/v) contre L. innocua et R.
glutinis, et 5% (v/v) contre E. coli. Les valeurs de CMI obtenues avec le 10xCFS indiquent I’effet
inhibiteur ¢élevé des trois LAB contre R. glutinis (levure) et L. innocua (bactéries Gram-positives)

que E. coli (bactéries Gram-négatives).
7. Activité antimicrobienne des souches LAB en milieu liquide

L’effet des surnageants (10xCFS et 10xNCFS) et du précipité protéique des trois souches LAB
sur la croissance des micro-organismes cibles (L. innocua, E. coli et R. glutinis) a ét¢ évalué dans
une microplaque a 96 puits pendant 10 h, et les résultats sont rapportés sur la figure 51.

Les concentrations des surnageants (10xCFS, 10xNCFS) et du précipité de protéines testés ont
été de 0,45% (v/v) contre R. glutinis et L. innocua, et de 0,5% (v/v) contre E. coli. La gentamicine
(0,1 mg/mL) et le cycloheximide (0,01 mg/mL) ont été utilisés comme témoins positifs contre les
bactéries (L. innocua et E. coli) et R. glutinis, respectivement. Les surnageants (10xCFS,
10xNCEFS) et les protéines précipitées et les témoins positifs (gentamicine et cycloheximide) ont
été ajoutés aux cultures de cibles aprés 7 h d’incubation et la croissance de la biomasse a été
mesurée apres 3 h d’ajout des agents antimicrobiens. Le contrdle négatif a contenu la culture de
cibles sans ajout d’antimicrobien.

Les résultats ont montré que les 10xCFS a 0,45% des trois souches LAB ont permis une
réduction d’environ 50% de la croissance de la biomasse de L. innocua, ce qui est presque similaire
a celle obtenue avec le témoin positif (gentamicine, 0,1 mg/mL), en comparaison avec le témoin
négatif, tandis qu’une réduction d’environ 40% de I’inhibition de la croissance de la biomasse a
été observée avec 10xNCFS et les protéines précipitées (Figure 51 : al, a2 et a3). Puis les 10xCFS
a 0,5% des trois LAB ont réduit la croissance de la biomasse d’environ 50%, Cependant, aucune
inhibition significative n’a été observée avec 0,5% de 10xNCEFS et les protéines précipitées, par
rapport au contréle négatif (Figure 51 : bl, b2 et b3). Contre R. glutinis, 0,45% du 10xCFS a
entrainé une réduction de 50% de la croissance de la biomasse par rapport au témoin négatif.
Cependant, en présence de 0,45% de 10xNCFS et de protéines précipitées, R. glutinis a montré
une croissance continue de la biomasse, mais a un niveau inférieur a celui observé dans le contrdle
négatif (Figure 51 : cl, c2 et c3).

La plus forte inhibition de la croissance de la biomasse de ces agents pathogenes a été obtenue
avec 10xCFS, suivie de celle obtenue avec 10xNCFS, et enfin de celle obtenue avec NCFS traité

a la protéinase K. La forte inhibition obtenue avec 10xXCFS peut étre due a I’augmentation de la
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concentration des composés antimicrobiens produits par les souches LAB. La capacité des
surnageants (10xCFS, 10xNCFS et NCFS traités a la protéinase-K) de Lb. plantarum S62 dans la
réduction de la croissance de la biomasse de L. innocua et R. glutinis, cette capacité représente a
un intérét dans la transformation des aliments, car ils peuvent étre utilisés comme agent protecteur

et curatif naturel contre ces agents pathogénes.

Souches cibles
L. innocua E. coli R. glutinis
0.6 0.6
al b1 cl
0.4 ¢ l
04 0.4
Lb. brevis S27
0.2 0.2
.. 0.2
0.0 : 0.0 . . 0.0 . .
0 5 10 0 5 10 0 5 10
Temps (h) Temps (h) Temps (h)
042
Lb. pentosus S42
0.2
0.0 .
0 5 10
Temps (h) Temps (h)
0.6
c3
04 3 —%— 10xCFS
04 ! —<7— 10xNCFS
Lb. plantarum S62 02 —<— Protéines précipitent
0.2 —(O— Contréle néaatif
—— Gentamicine
X . X . 0.0 - !
0.0 0.0 —0— Cycloheximide
0 5 10 0 5 10 0 5 10
Temps (h) Temps (h) Temps (h)

Figure 51 : Dosage quantitatif de I’activité antimicrobienne des souches LAB.

al : Lb. brevis S27 contre L. innocua. a2 : Lb. pentosus 42 contre L. innocua. a3 Lb. plantarum S62 contre L. innocua.
bl : Lb. brevis S27 contre E. coli. b2 : Lb. pentosus 42 contre E. coli. b3 : Lb. plantarum S62 contre E. coli.

cl : Lb. brevis S27 contre R. glutinis. c2 : Lb. pentosus 42 contre R. glutinis. c3 : Lb. plantarum S62 contre R. glutinis.
¥ La fléche indique I’ajout de CMI

8. Bioconservation du lait

L’effet inhibiteur de MIC (0,45% et 0,5%) de 10xCFS de Lb. plantarum S62 sur la croissance
de L. innocua et E. coli, respectivement, a ét¢ évaluée dans le lait UHT et les résultats sont
rapportés dans la figure 52. Les résultats ont montré une réduction importante de la croissance de
L. innocua et E. coli dans le lait avec des valeurs de réduction finale de 4 Log UFC/mL et 3 Log

UFC/mL, respectivement, par rapport aux témoins.
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Figure 52 : Croissance de la biomasse (UFC/mL) de L. innocua (a) et E. coli (b) dans le lait pendant 48 h d’incubation
a 37°C en I’absence et en présence de 10xCFS de Lb. Plantarum S62.

9. Bioconservation de la feuille de Pastilla

L’effet antifongique des surnageants (CFS, 10xCFS, NCFS et 10xNCFS) de Lb. plantarum S62
a été évalué sur des feuilles de Pastilla contaminées par R. glutinis et maintenues a température
ambiante et les résultats sont rapportés dans le tableau 23 et la figure 53. Les résultats ont montré
une inhibition totale (100%) de R. glutinis dans de feuilles de Pastilla traités avec le CFS, 10xCFS,
10xNCEFS et cycloheximide (témoin positif). Cependant, en présence de NCFS, une croissance de
la biomasse de R. glutinis a été observée dans avec un diametre de zone de croissance de 7,5 mm,
en revanche 10 mm obtenus avec de I’eau distillée (témoin négatif) apres 3 jours d’incubation.
Cependant, les surnageants concentrés (10xXCFS et 10xNCFS) ont conduit au brunissement des
¢chantillons de feuilles de Pastilla (Figure 53). Le CFS, 10xCFS et 10xNCFS de Lb. plantarum
S62, sont efficaces pour protéger la feuille de Pastilla de la croissance de R. glutinis. Des travaux
antérieurs ont rapporté les effets inhibiteurs des LAB contre les levures pathogenes (Afzali et al.,
2020). Lb. plantarum S62 a démontré son efficacité comme agent bio-protecteur contre R. glutinis

qui considéré comme pathogene opportuniste émergent (Wirth and Goldani, 2012).
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Treatment Observation

Day 0 Day 3

Ensemencement avec R. glutinis et ajout d’eau distillée l

Inoculation avec R. glutinis et addition de cycloheximide

Inoculation avec R. glutinis et ajout de CFS

Inoculation avec R. glutinis et ajout de NCFS . .

Figure 53 : Biopréservation de la feuille de Pastilla contre R. glutinis en utilisant CFS, NCFS, 10xCFS et 10xNCFS
de Lb. plantarum S62.

Inoculation avec R. glutinis et ajout de 10XCFS

Inoculation avec R. glutinis et addition de 10xXNCFS

Tableau 23 : Zone de croissance de R. glutinis sur feuille de Pastilla traditionnelle en présence de différents
surnageants de Lb. plantarum S62.

CFS 10xCFS NCFS 10xNCFS H:0 Cycloheximide

Diameétre de la zone de croissance
ND ND 7,50+0,00 ND 10+0,50 ND
(mm)

Les valeurs sont la moyenne + I’erreur standard des triples exemplaires.
ND : aucune croissance détectée, CFS : surnageant acellulaire, 10xCFS : CFS concentré 10 fois, NCFS : CFS
neutralisé, 10xNCFS : CFS neutralisé concentré 10 fois, H2O : eau distillée.

10. Conclusion

Dans ce chapitre, trois souches de LAB (Lb. plantarum S62, Lb. pentosus S42 et Lb. brevis
S27), obtenues a partir d’olives vertes marocaines fermentées traditionnelles, ont été étudiées pour
leurs activités antimicrobiennes dans les produits alimentaires (lait et feuille de Pastilla). Les
souches LAB ont démontré une activité antifongique contre R. glutinis et un effet antibactérien

contre L. innocua et E. coli. Parmi les souches de LAB étudiées, Lb. plantarum S62 et son 10xCFS
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ont présenté I’activité antibactérienne et antifongique la plus élevée et ont démontré des effets
protecteurs importants contre les agents pathogeénes et les micro-organismes de détérioration dans

le lait et la feuille de Pastilla, respectivement. Ces résultats indiquent la possibilité¢ d’utiliser Lb.

plantarum S62, pour développer un bioconservateur alimentaire.
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La biotechnologie est I’application de la science et de la technologie a des organismes vivants
et a leurs composants pour la production de connaissances, de biens et de services. Les enzymes
ou biocatalyseurs tirent parti de I’essor de la biotechnologie. Grace aux progrés importants qui ont
jalonné les quarante derniéres années, 1’industrie des enzymes est en pleine progression puisque
son chiffre d’affaires global a augmenté depuis les années 1980. L’exploitation de ces enzymes a
permis 1’¢laboration des produits a haute valeur ajoutée qui ont également révolutionné la
biotechnologie par leur exploitation dans différentes applications en cultivant un microorganisme
formant I’enzyme souhaitée dans le cadre de son propre métabolisme, en lui offrant des conditions
de développement optimales afin qu’il en produise de grandes quantités. Des enzymes d’origine
classique et ordinaire sont fragiles, peu résistantes et donc peu adaptées, d’ou la recherche
d’enzymes de substitution plus robustes (température, pH et pression), comme celles issues des
microorganismes extrémophiles que 1’on retrouve dans des environnements extrémes, tels que les
coproduits oléicoles qui vivent dans des milieux proches de ceux des procédés industriels.

Les coproduits oléicoles (margines, grignons et saumures d’olives) d’une unité de trituration
d’olives et d’une conserverie d’olives de table de la région orientale du Maroc ont suscité notre
intérét afin d’isoler des microorganismes indigenes, susceptibles de produire des hydrolases, en
particulier des lipases, utilisables dans divers domaines biotechnologiques. Ainsi, nous avons isolé
88 isolats qui ont montré une activité lipolytique a partir des trois échantillons prélevés. Parmi eux,
48 isolats proviennent de margines (54.6%), 30 isolats sont issus du grignon (34,1%) et 10 isolats
dérivent des saumures d’olives (11.4%). Parmi les isolats lipolytiques, huit isolats sélectionnés ont
montré des halos fluorescents les plus intenses, 3 isolats proviennent de margines (P22, P74 et
G40), 3 sont isolés a partir de grignons (B37, B38 et B53) et 2 isolats proviennent de saumures
(G58 et G110). Ces isolats ont fait I’objet d’une identification phénotypiques basée sur une étude
macroscopique et des études microscopiques. D’aprés le suivi de production lipase pour les
souches retenues, la souche Penicillium sp P22 montre le taux le plus élevé avec 60 U/mL apres 6
jours d’incubation, puis la souche P22 a été identifiée comme Penicillium crustosum Thom P22.
Ces résultats obtenus consolident I’hypothése du travail et mettent en évidence:

4+ La richesse des coproduits oléicoles en microorganismes producteurs d’enzymes lipases a

intérét biotechnologique.
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4+ La capacité des microorganismes indigénes a produire des lipases performantes, douées de
caractéristiques biochimiques et fonctionnelles appropriées aux applications industrielles,
notamment dans la détergence et la synthése organique.

La lipase de la souche P22 de Penicillium crustosum Thom a été purifiée 63 fois jusqu’a
homogénéité en utilisant une précipitation au sulfate d’ammonium et une chromatographie sur une
colonne Q-Sepharose Fast Flow, avec un rendement total de 34% et une activité spécifique de
10000 U/mg en utilisant TC8 comme substrat a pH9 et 37°C et sa masse moléculaire a été estimée
a environ 28 kDa par SDS-PAGE. Les 20 résidus d’acides aminés NHz-terminaux ont montré un
haut degré d’homologie avec ceux d’autres lipases de Penicillium. La PCrL a présenté une
régiosélectivité claire envers la position sn-1 des triglycérides estérifiés avec de 1’acide o-
¢léostéarique a la position sn-1/3. La PCrL a montré une large spécificité aux substrats naturels,
avec une préférence aux TG a chaines moyennes

Ensuite, 1’é¢tude des effets de la température, du pH, des ions métalliques, des solvants
organiques et des sels biliaires sur la PCrL purifiée a été réalisée en utilisant des conditions de
dosage standard. Le pH optimal pour ’activité a été de 9,0 et ’enzyme a été stable entre pH 6 et
pH 10. La température optimale s’est avérée étre de 37°C et I’enzyme était stable entre 20°C et
37°C. Les ions métalliques tels que Ca®" et Mn** augmentent I’activit¢ PCrL, tandis qu’une
inhibition significative a été observée avec Cu?*, Fe** et Zn?". De plus, cette lipase est inhibée en
présence de faibles concentrations de sel biliaire (NaTDC) et les ions calcium ne semblent pas
nécessaires a son activité. Cette lipase a été inhibée par I’Orlistat, un inhibiteur connu de la lipase
digestive, ce qui a confirmé qu’il s’agit d’une enzyme a sérine. En conséquence, les résultats
obtenus indiquent que la PCrL possede des caractéristiques biochimiques adaptées aux
applications industrielles, en particulier un pH alcalin et une stabilité a la température. Par rapport
a Palatase® et Lipolase®, PCrL a montré une efficacité catalytique considérable, une tolérance
¢élevée aux solvants organiques, ainsi qu’une stabilité et une compatibilité exceptionnelles avec
une large gamme de détergents a lessive commercialisés. Dans I’ensemble, les résultats indiquent
que la PCrL possede des propriétés prometteuses qui pourraient conduire a son utilisation dans les
formulations de détergents a lessive. De plus, elle est complétement compatible avec le détergent
solide commercial Ariel®. En effet, des taches grasses n’ont été complétement enlevées, a partir
d’un tissu en coton, que lorsque la PCrL a été additionnée au milieu de lavage. En se basant sur
ces propriétés nous constatons que PCrL pourrait étre incorporée efficacement dans les
formulations détergentes commerciales, en tant que bio-additif.

Dans un autre volet, la stabilité aux solvants organiques est la caractéristique clé pour une lipase

destinée au domaine de la synthése organique, telle que la synthése du biodiesel. En effet, nous
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avons montré dans ce travail que la PCrL a conservé des activités résiduelles de différents niveaux,
aprés leur incubation avec quelques solvants organiques polaires et apolaires, a de concentration
de 25% (v/v). En se basant sur ces propriétés nous avons testé le pouvoir de la PCrL a convertir
les acides oléiques et le méthanol en esters, via une réaction d’estérification en présence de
I’hexane. Mais avant de procéder aux réactions de synthése, il est préférable que 1I’enzyme soit
immobilisée sur un support lui conférant une rigidité¢ lorsqu’elle sera exposée aux conditions
défavorables des milieux conventionnels. Outre cette rigidité qui protége 1’enzyme contre la
dénaturation, I’'immobilisation permet la récupération de I’enzyme est sa réutilisabilité dans des
cycles successives.

La technique d’immobilisation pour laquelle nous avons opté dans ce travail est la technique
d’adsorption physique sur le CaCOs et Celite 545, les résultats de rendement d’immobilisation
sont de 90% avec CaCOs, en revanche un faible rendement de 15% avec Celite 545 est obtenu
puis nous avons utilisé la technique d’encapsulation et adsorption -encapsulation. Deux méthodes
d’immobilisation sont adoptées, I’encapsulation moyennant les supports organiques (alginate de
sodium) et I’encapsulation-adsorption moyennant les supports hybrides (organiques-
inorganiques : le chitosane et zéolite), nous avons obtenu un rendement de 100% lorsque I’alginate
de sodium était couplé avec du zéolite et un rendement d’immobilisation de 94 et 96% a été
observé avec les support organiques d’alginate de sodium et d’alginate de sodium avec chitosane.
L’efficacité de I’'immobilisation a été validée par la spectroscopie infrarouge, la diffraction des
rayons X et la microscopie €lectronique a balayage.

Fait intéressant, la PCrL immobilisée a montré plus d’activité et de stabilité que la PCrL libre
dans un large spectre de pH et de températures, avec une température optimale de 45°C sur les
deux supports CaCOs et alginate de sodium, puis la PCrL montre une amélioration importante
dans la thermostabilité puisqu’elle a conservé 100% de son activité initiale a 45 et 60°C avec
CaCO; et alginate de sodium, respectivement. En revanche I’immobilisation n’a aucun effet sur la
valeur du pH optimal de ’activité.

En outre, lorsque les deux formes PCrL libre et PCrL immobilisée sur CaCOj3 ont été testées
pour catalyser la réaction d’estérification, le rendement de conversion le plus ¢élevé (65%) a été
détectée pour la forme immobilisée aprés 12 h d’incubation. La PCrL libre n’a permet que 30%
de conversion dans les mémes conditions. Ces résultats mettent en évidence le pouvoir de la PCrL
a catalyser les réactions de synthése en milieux organiques, faisant d’elle une candidate potentielle

pour la production du biodiesel.
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A la lumiére de tous ces résultats nous constatons que la PCrL est privilégi¢e, pour assurer a la
fois des réactions d’hydrolyse et de synthése ayant lieu dans divers secteurs industriels, notamment
celui de la détergence et de la bioénergie.

Dans un autre volet, les trois LAB (Lb. brevis S27, Lb. pentosus S42 et Lb. plantarum S62) ont
¢été isolées de la saumure d’olives vertes marocaines en fermentation traditionnelle. Ces souches
ont démontré leur capacité a inhiber les micro-organismes d’altération (L. innocua, E. coli et R.
glutinis) ce qui indique leur capacité a produire des composés antimicrobiens. Les trois LAB (Lb.
brevis S27, Lb. pentosus S42 et Lb. plantarum S62) ont montré que des valeurs de la zone
d’inhibition (ZI) variaient de 27,33 a 29,83 mm, de 18,33 a 19,83 mm et de 14,33 a 15,66 mm
contre R. glutinis, L. innocua et E. coli, respectivement.

L’¢étude de I’activité antimicrobienne de CFS et NCFS de trois LAB et contre les micro-
organismes d’altération a démontré la capacité d’inhiber la croissance des bactéries (L. innocua,
E. coli) et de la levure (R. glutinis). Le CFS de toutes les souches de LAB a montré des plages de
valeurs ZI de 26,33 2 28,83 mm, 14,16 4 16,33 mm et 10 a 12,16 mm contre R. glutinis, L. innocua
et E. coli, respectivement et avec NCFS contre L. innocua et R. glutinis étaient respectivement de
13,16-14,50 mm et 17,83-20,50 mm, alors qu’aucune inhibition n’a été obtenue contre E. coli ;
le méme résultats a été obtenu avec les NCFS traités avec la catalase. Cependant, aucune inhibition
n’a été observée dans le NCFS des trois souches traitées avec la protéinase-K, indiquant la nature
protéique des molécules bioactives impliquées dans I’inhibition de L. innocua et R. glutinis. Le
précipité de protéines des trois souches LAB a démontré de valeurs ZI de 11,83-13,16 mm et
18,33-20,66 mm contre L. innocua et R. glutinis, respectivement. Le SDS-PAGE des protéines
précipitées du CFS de cultures de trois LAB (Lb. brevis, Lb. pentosus S42 et Lb. plantarum S62)
a montré que parmi les quatre bandes peptidiques obtenues, deux bandes d’environ 42 et 56 kDa
sont communes aux trois souches LAB (S27, S42 et S62). Deux bandes supplémentaires de 46 et
89 kDa sont observées en S42 et S27, respectivement. La concentration minimale inhibitrice de
CFS concentré 10xCFS obtenue a ét¢ de 5% contre E. coli et de 4,5% contre L. innocua et R.
glutinis. Le 10xCFS de Lb. plantarum S62, sélectionnée comme la souche la plus efficace contre
les pathogenes, a démontré son efficacité dans la décontamination du lait a des concentrations de
0,45% (v/v) et 0,5% (v/v) contre L. innocua et E. coli. Le CFS a permis, a raison de 0,5 mL/piece
de 5 cm de diametre, une inhibition totale de R. glutinis, sans affecter la couleur de la feuille de
Pastilla. Le CFS de Lb. plantarum S62 peut étre utilisé comme bio-conservateur contre les
bactéries pathogenes (L. innocua et E. coli) dans le lait, et contre R. glutinis dans la feuille de

Pastilla.
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Des études supplémentaires sont nécessaires pour révéler la structure moléculaire du geéne
codant la PCrL (lipCrL) a partir de I’ADNc de la Penicillium crustosum P22, la cloner dans
un vecteur recombinant et la séquencer. L’expression du géne dans un systéme hétérologue, tel
qu’E.coli, sera donc nécessaire afin de surproduire la lipase d’intérét dans un temps plus court, et

pour examiner sa relation structure-fonctions par la mutageneése dirigée.

D’autre part, une étude plus approfondie de I’application de la PCrL dans la détergence sera
intéressante, telle que I’optimisation des conditions de lavage par les plans d’expérience, afin de
déterminer les variables dépendantes et indépendantes (concentration de I’enzyme, le temps de

lavage, la température, le pH...) et d’étudier 1’effet de leurs interactions.

Ensuite, la qualité des fibres du tissu pourra étre vérifiée apres lavage par différentes techniques
(MEB, IR, spectrocolorimeétre...) afin de s’assurer que 1’ajout de la PCrL aux formulations

détergentes ne détériore pas la qualité chimique et physique du tissu.

Dans un autre volet, I’optimisation des conditions de la production du biodiesel sera également
intéressante. Dans ce sens, différents parametres doivent étre vérifiés tels que le type du solvant
organique, le ratio molaire méthanol / acide oléique, la température d’incubation et la

concentration de I’enzyme, afin d’augmenter le taux de conversion.
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Annexe 1

Résultat du séquencage des 3 génes (I7S, benA et CaM):
> ITS1-5.8S-ITS2 region (879 bp)

ATGGCTCAGTGAGGCCTTGGGATTGGCTTAGGAGGGTTGGCAACGACCCCCCAGAGCCGAAAAC
TTGGTCAAACTCGGTCATTTAGAGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGC
GGAAGGATCATTACCGAGTGAGGGCCCTCTGGGTCCAACCTCCCACCCGTGTTTATTTTACCTT
GTTGCTTCGGCGGGCCCGCCTTAACTGGCCGCCGGGEGGGCTTACGCCCCCGGGCLCCGLCGLCCGL
CGAAGACACCCTCGAACTCTGTCTGAAGATTGAAGTCTGAGTGAAAATATAAATTATTTAAAAC
TTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCCGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATACGTAATG
TGAATTGCAAATTCAGTGAATCATCGAGTCTTTGAACGCACATTGCGCCCCCTGGTATTCCGGG
GGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTGCTGCCCTCAAGCCCGGCTTGTGTGTTGGGCCCCGTCCCC
CGATCTCCGGGGGACGGGCCCGAAAGGCAGCGGCGGCACCGCGTCCGGTCCTCGAGCGTATGGG
GCTTTGTCACCCGCTCTGTAGGCCCGGCCGGCGCTTGCCGATCAACCCAAATTTTTATCCAGGT
TGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGAAAAGAAA
CCAACAGGGATTGCCCCAGTAACGGCGAGTGAAGCGGCAAGAGCTCAAATTTGAAAGCTGGCTC
CTTCGGGGTCCGCATTGTAATTTGCAGAGGATGCTTCGGGAGCGGTCCCCATCTAAGTGCCCTG
GAACGGGACGTCATAGAGGGTGAGAATCCCGTATGGGATGGGGTTCC

> B-Tubulin (benA) gene (480 bp)

GGTAACCAAATCGGTGCTGCTTTCTGGTAAGTGCCGAGCTTTTTTTTTTCGCGTTGGGTATCAA
TTGACAGGTTCCTAACTGGATTACAGGCAAACCATCTCTGGCGAGCACGGTCTCGATGGCGATG
GACAGTAAGTTTTAACAGTGATAGGGGTTTCCGGTGGATTACACATCTGATATCTTCCTAGGTA
CAATGGTACCTCCGACCTCCAGCTCGAGCGTATGAACGTCTACTTCAACCATGTGAGTCCAACG
ACAGGAAACCGAATAATAGTGCATCATCTGATCGGATGTTTTCCTTGATAATCTAGGCCAGCGG
TGACAAGTACGTTCCCCGTGCCGTTCTCGTCGATTTGGAGCCTGGTACCATGGACGCTGTCCGC
TCCGGTCCCTTCGGCAAGCTTTTCCGCCCCGACAACTTCGTCTTCGGTCAGTCCGGTGCTGGTA
ACAACTGGGCCAAGGGTCACTACACTGAGGGT

> Calmodulin (cmd) gene (454 bp)

CCGAGTACAAGGAGGCCTTCTCCCTGTTTGTGAGTGATTCCACCTATAAATCGAAGACGTGAAG
GTCGAAAATGCTGACCGGAAGTTTGTTTTGTTGCGGAATAGGACAAGGATGGCGATGGTACGTG
ATGGTCGCCCCCCCGACAGCTCAGTCGAGCCCACGACAGTGTCCTCTGCGATCGAATTTCAAGA
GAAACGTATTCTAACATACAATTCTCCCAATAGGACAAATCACCACCAAGGAGCTTGGCACCGT
CATGCGCTCGCTGGGCCAGAACCCCTCCGAGTCTGAGTTGCAGGATATGATCAACGAGGTTGAC
GCCGACAACAACGGCACCATTGACTTCCCTGGTACTTAACCATAACCCACTGATATAAACGAGA
GACGGCTATTGACGTGCGATAGAATTCCTCACCATGATGGCTCGTAAGATGAAGGACACCGATT
CCGAGGAGGAGATCCGCGAGGCATTCAAGGTTTTCGATCGCGATAACAACGGTTTCATTTCCGC
CGCCGAGCTGCGCCACGTCATGACCTCCATCGG
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Annexe 2

Une partie du génome entier de la souche Penicillium crustosum Thom P22 contient la séquence

codante pour PCrL

DNA: cgttcttgttccatattttgaattcataatgcttaaatcacgtatggtataagtctatgctcaattctctaaatgatatctttgettattttatagettattatatttaaattagatattgaacagctattgaategtettgeac
ggagcgggttaacggtgagecaggccgtegaaatttaatatgggaaaatectecgtactacggecccatttctgtgcttcaagacataaacatcgecaaagtggttcacgggtagttattageaattttgattagttcacgatggettteggeac
41fr: RS- -C- S T+ Fr % T H--N-BA-* T T+ Y G- TS L--C-+S--T-TLr*+-M-+T-§T+TL-T-L-*TL-T-T-F-K- L D-T-E~Q L L-N-R-TL-A RS
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Résumé

Une nouvelle lipase extracellulaire d’une souche de champignon filamenteux Ascomyceéte, a été
isolée de margines d’olives et identifiée comme étant Penicillium crustosum Thom. La lipase de
P. crustosum (PCrL) a été purifiée 63 fois a homogénéité en utilisant une précipitation au sulfate
d'ammonium et une chromatographie sur une colonne Q-Sepharose Fast Flow, avec un rendement
total de 34%. La PCrL purifiée avait une masse moléculaire de 28 kDa, estimée par SDS-PAGE.
Les 20 résidus d’acides aminés NH»-terminaux ont montré un haut degré d’homologie avec ceux
d’autres lipases de Penicillium. L’activité spécifique de la PCrL a pH 9 et 37°C s’est avérée étre
de 5 000 et 10 000 U/mg sur des émulsions d’huile d’olive et de trioctanoine, respectivement. La
PCrL présentait une régiosélectivité nette envers la position sn-1 des triglycérides et a montré une
activité et une stabilité¢ élevées en présence de solvants organiques non miscibles a ’eau, de
tensioactifs et d’agents oxydants, et une compatibilité considérable avec les détergents de lessives
commerciaux. L’immobilisation de la PCrL par encapsulation-adsorption augmente
considérablement sa thermostabilité. L’enzyme immobilisée a été utilisée comme biocatalyseur
dans une réaction d’estérification pour la syntheése d’ester méthylique en présence d’hexane. Par
conséquent, la PCrL posséde plusieurs propriétés intéressantes qui en font un candidat potentiel
prometteur pour les formulations détergentes. Dans un autre volet, trois souches de bactéries
lactiques isolées a partir de la saumure d’olives fermentées, ont été étudiées pour leur activité
antimicrobienne contre les bactéries et levures pathogénes impliquées dans des maladies d’origine
alimentaire. Lb. plantarum S62, sélectionnée comme la souche la plus efficace contre les
pathogénes, a démontré son efficacit¢é comme bio-conservateur contre les microorganismes
pathogéenes dans le lait et dans la feuille de Pastilla.

Mots clés : Margines d’olive, huile d’olive, lipase, Penicillium, régiosélectivité, immobilisation,
formulation détergente, bactéries lactiques, Lactiplantibacillus, Levilactobacillus, activité
antimicrobienne, biopréservation.

Abstract

A novel extracellular lipase from a filamentous fungus Ascomycote was isolated from olive mill
wastewater and identified as Penicillium crustosum Thom. Penicillium crustosum lipase (PCrL)
was purified 63-fold to homogeneity using ammonium sulfate precipitation and chromatography
on a Q-Sepharose Fast Flow column, with a total yield of 34%. The purified PCrL had a molecular
mass of 28 kDa, estimated by SDS-PAGE. The 20 NH>-terminal amino-acid residues showed a
high degree of homology with those of other Penicillium lipases. The specific activity of PCrL at
pH 9 and 37°C was found to be 5000 and 10,000 U/mg on olive oil and trioctanoin emulsions,
respectively. PCrL exhibited a clear regioselectivity toward the sn-1 position of triglycerides and
showed high activity and stability in the presence of water-immiscible organic solvents, surfactant,
and oxidizing agents, and considerable compatibility with commercial laundry detergents.
Immobilization of PCrL by encapsulation-adsorption considerably increases its thermostability.
The immobilized enzyme was used as a biocatalyst in an esterification reaction for the synthesis
of methyl ester in the presence of hexane. Therefore, PCrL has several attractive properties that
make it a promising potential candidate for detergent formulations. In another section, three strains
of lactic acid bacteria isolated from fermented olive brine, were studied for their antimicrobial
activity against pathogenic bacteria and yeast involved in foodborne diseases. Lb. plantarum S62,
selected as the most efficient strain against pathogens, has demonstrated its effectiveness as a bio-
preservative against pathogenic microorganisms in milk and in Pastilla leaf.

Keywords: Olive mill wastewater, olive oil, lipase, Penicillium, regioselectivity, immobilization,
detergent formulation, lactic acid bacteria, Lactiplantibacillus, Levilactobacillus, antimicrobial
activity, biopreservation.
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