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Introduction

Arbre rustique, I’olivier a été un arbre sauvage, avant d’étre domestiqué par 1’homme.
Pour ses fruits et pour 1’huile qu’on en tire. Le nom scientifique de 1’arbre, OLEA, vient d’un
mot qui signifiait « huile » chez les grecs de I’antiquité (Ruby et le francois., 2004). Il y a
aujourd’hui prés d’un milliard d’oliviers (Olea europaea L.) cultivés a travers le monde et cela
sur presque tous les continents. Plus de 90% des oliviers sont cultivés dans le bassin
méditerranéen, notamment en Espagne, en ltalie, en Tunisie, au Maroc et en Grece
(VEILLET, 2010). En plus de la production principale de 1’industrie oléicole qui est I’huile
d’olive vierge, il en résulte deux sous produits, solides appelés les grignons et liquides appelés
les margines ou eaux de végétation. Jusqu’a présent, les margines qui sont des effluents
chargés en matiéres organiques surtout en acides gras libres, matieres minérales et en
polyphénols constituent un probléme environnemental majeur pour les pays producteurs de
I’huile d’olive, ils sont généralement déversés dans les égouts d’assainissement ou épandus
directement sur le sol sans aucun traitement ce qui implique le colmatage des sols, la pollution
des eaux superficielles et souterraines et le dégagement d’odeurs nauséabondes .

Les microorganismes sont de remarquables agents de dégradation. En effet, dans leur
environnement naturel, ils participent a la biodégradation de la matiére organique, méme la
plus complexe et ce par production de divers enzymes extracellulaires (Mswaka et Magan ,
1998 ; Tuomela et al., 2000 ; Perez et al., 2002). Avec I’essor de la biotechnologie, des
procédés exploitants cette propriété microbienne ont été developpés. Les microorganismes
sont alors utilisés en biorémédiation afin de dépolluer 1’environnement (Lu et al. 2004 ;
Opatokun et al. 2011), ou en diverses industries pour des applications variees. Les bactéries
de la famille des Actinomycetes retiennent particulierement notre attention et semblent étre
d'excellentes candidates productrices de substances aux propriétés intéressantes. Ces bactéries
a Gram positif, a haut coefficient de Chargaff (GC%), montrant une diversité morphologique
marquée (Goodfellow et O'Donnell, 1989) ont principalement pour habitat naturel le sol ou
elles jouent un rdle important dans la décomposition et la minéralisation des matiéres
organiques (lignine, cellulose...), grace a la production de nombreuses enzymes lytiques extra
cellulaires tels que les amylases, les xylanases et les lipases, ces dernieres (les lipases) qui
sont produites par les genres Serratia , Pseudomonas , Enterobacter, Fusarium et Alternaria,
restent parmi les biocatalyseurs les plus importants a effectuer des réactions dans les milieux
aqueux et non aqueux. Cela est principalement dd a leur capacité a utiliser un large éventail de

substrats, une grande stabilité a des températures élevées, au pH et aux solvants organiques.

-



Introduction

Les lipases sont utilisés dans 1’industrie agro-alimentaire (industrie laitiére), I’industrie des
détergents et méme dans la production du biodiesel (Berto et al., 1997 ; Gao et al., 2000 ;
Prazeres et al., 2006; Zhang et al., 2007; Zhen-gian et Chun-yun , 2009).

Un plan d’expérience constitue une stratégie de planification d’expériences afin d’obtenir
des conclusions solides et adéquates de maniére efficace et economique. La méthodologie des
plans d’expériences est basée sur le fait qu’une expérience convenablement organisée,
conduira fréguemment a une analyse et a une interprétation statistique relativement simple des
résultats. L’intérét majeur des plans d’expérience réside dans le fait qu’ils permettent
d’optimiser le nombre d’expérimentations a réaliser lors de la phase d’essais, en déterminant
au préalable les réels facteurs ou combinaisons de facteurs influents sur la réponse du systéme
a étudier ( Linder, 2005).

Ainsi, le principal objectif de ce travail tourne autour de I’optimisation de la
production d’une lipase actinobactérienne sur milicu liquide a base de margines, pour ce faire
nous avons reparti notre recherche en trois chapitres, dont :

- Une synthése bibliographique dans laquelle nous avons touché, des généralités sur

les actinobactéries, les lipases ainsi que les plans d’expériences.

- En 2éme licu nous avons mis en pratique I’aptitude des actinobactéries a produire
des lipases et 1’optimisation statistique de ’effet de plusieurs paramétres sur la
production de cette enzyme par méthode des plans d’expériences.

- Une derniere partie pour une discussion des résultats.

- Enfin une conclusion générale.

)



Synthese bibliographique

I.Margines

I.1.Définition des margines

La margine est un liquide d’aspect trouble, de coloration brune-rougeatre a noire, son
odeur rappelle celle de I’huile d’olive, mais elle peut devenir génante lors des phénomeénes de
rancissement ou de fermentation. Elle est caractérisée par un pH acide (3-5) et une trés grande
conductivité électrique. Sa couleur noire est due a la présence des polyphénols (Lesage et al ;
2001) Les margines (figure 1) peuvent étre considérées comme un complexe chargé en
matieres organique et minérale. Les changements dans les caractéristiques des margines
résultent du type du procédé d’extraction de I’huile, de la qualité, de la variété des olives et de
la conduite des opérations d’extraction (Fadil et al., 2003), Les composés fondamentaux des
margines sont I’cau (83-96%), les matieres organiques (3.5-15%) et les sels minéraux (0.5-

2%) (Angela et al., 2011).
Olive J

i

Lavage

J
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J

Pressage

L
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s
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Figure 01 : Schéma d’extraction des margines
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Figure 02 : les margines

I.2.Composition des margines
I.2.1.Fraction minérale

Les margines contiennent des quantités significatives de sels minéraux (Hamdi et al.,
1999) dont 80% sont solubles (phosphates, sulfates et chlorures) et 20% insolubles
(carbonates et silicates). Les élements les plus représentatifs sont le potassium (47%), les
phosphates (14%), les carbonates et le sodium (7%) (Assas et al., 2009).
1.2.2.Fraction organique

Les margines comportent deux fractions organiques : une fraction insoluble constituée
essentiellement de pulpes d’olives qui représente la matiére en suspension et colloidale et une
fraction soluble dans la phase aqueuse qui contient les sucres, les lipides, les composés azotés,
les vitamines, les acides organiques et les composés phénoliques (Leulmi, 2011).

Les glucides sont essentiellement représentés par les composants pariétaux, en
particulier la cellulose et les pectines, ces derniéres jouent un réle important dans la texture
des olives ou ils représentent environ 0,6 % du poids de la pulpe fraiche. Récemment de
nombreux travaux ont montré que les margines sont trés riches en sucres simples (Leulmi,
2011).

La composition chimique des margines est donnée dans le tableau suivant :
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Tableau I: Composition chimique des margines

Source (1) Source (2) Source (3)
Eau 83.5% 83.0% 88%
Matiéres 14,7% 15% 10,5%
organiques
Matiéres 1,8% 2% 1,5%
minérales
Matieres azotées 2-8% 2,4% 1,25%
totales
Matiéres grasses 0,03-0,8% 1,0% 0,1%
Polyphenols - 1,5% 1,0%

Source (1) : Codounis, 1973.
Source (2) : Cucurachi, 1973.
Source (3) : Fiestas Ros de Ursinos, 1981.

I.3.Valorisation des margines

Les margines sont des eaux considérées trés polluantes car fortement chargées en
matieres organiques, elles affectent particulierement la qualité des eaux dans lesquelles elles
sont déversées .Les eaux sont exposées au probléme d’eutrophisation et le sol se colmate
causant ainsi la destruction de la faune et de la flore, d’ou I’importance du traitement ou de la

valorisation de ces effluents (Ranalli, 1991), (figure 3).

Figure 03 : Valorisation des margines
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1.3.1.Utilisation des margines comme fertilisant

Des expérimentations agronomiques menées avec des doses d’apport conforme aux
reégles de fertilisation, ont toutes montré I’effet favorable des margines sur la fertilité des sols,
car d’une part, elles ne contiennent pas de métaux lourds et de microorganismes pathogeénes,
et d’autre part, elles sont riches en éléments minéraux nutritifs (K, N, P). En plus, comme
elles sont constituées de matiére organique, elles représentent un excellent substrat pour le
développement de la microflore qui permet d’améliorer les propriétés physico-chimiques du

sol (Kuznetsova et al., 2007)

1.3.2.Utilisation des margines en compostage

Le compostage est 1’une des techniques de recyclage des margines. Ces dernicres sont
adsorbées sur un substrat solide avant d’étre utilisés comme un compost (Kuznetsova et al.,
2007) Donc, ce compost s’obtient principalement par une dégradation aérobie-anaérobie de
substance organique des résidus solides (margines + résidus agricoles). Un temps de contact

long permettra d’avoir de bons rendement (fixation de résidus agricoles dans les margines).

1.3.3.Récupération de quelques composants

I1 s’agit en particulier de la récupération des composés aromatiques, phénoliques et des
solutions de glucides, Les phénols et les substances antioxydantes sont des composés
évaluables qui peuvent étre utilisés en industries pharmaceutiques et cosmétiques (Tanchev et
al., 1980). Kuznetsova et al., 2007) ont proposé I’utilisation d’un bioréacteur pour la
production des antioxydants d’une pureté ¢levée qui sont ensuite convertis en composés
pharmacologiques actifs. (Turano et al., 2002) ont mis au point un systéeme intégré de
centrifugation-ultrafiltration qui permet la réduction de la pollution et la séparation sélective

de quelques produits utilisables (lipides, sucres et polyphénols).

L’extraction liquide-liquide a été utilisée pour obtenir des extraits de biophénols.
D’aprés la procédure utilisée, 1 litre de margine permet d’obtenir un extrait contenant 1,2
gramme d’hydroxytyrosol et environ 0,4 gramme de flavonoides, qui peuvent étre fractionné
en produisant 1 gramme d’hydroxytyrosol purifié. Les composés aromatiques peuvent étre
aussi obtenus par distillation sous vide et les ardbmes sont récupérées par extraction par

solvants (Tanchev et al., 1980).

.
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Les extraits phénoliques obtenus ont été comparés aux antioxydants de synthese, les
plus connus tel que le BHA a partir des essais de résistance a 1’oxydation. Il a été constaté que
I’extrait de margine protege 1’oxydation des huiles de maniere plus efficace que 1’addition du
BHA. D’autre part, le colt de production de ces extraits est inférieur a celui des antioxydants
de synthese(Tanchev et al., 1980).
1.3.4.0btention de biogaz

Ce processus de digestion anaérobie implique la rupture de la substance organique,
par des réactions biochimiques qui, permet de rompre les liaisons des grandes molécules afin
d’en obtenir des petites, suivie d’une transformation en CHy CO,. C’est ainsi que 1 m? de
margine & 70 kg de DCO produit 24,5 m® de méthane (rendement du DCO en méthane de
60% ou, 1 kg de DCO produit 0,35 m* de méthane) (Hamdi., 1991).

Ci-dessous un schéma résumant I’impact des margines sur I’environnement (figure 4)

Margines

Facteurs polluants

Composeés Acidité Matiéres grasses Matiere en suspension
phénoliques

Impact sur I’environnement

Plantes Eaux SOL
- Inhibition de - Nuisance de la qualité - Sols obturés et
germinationdes graines des eaux de surface suffoqués
- Diminution du - la coloration des eaux - Mauvaise odeur
rendement en matiére naturelles - Pollution de
séche des tomates, du - Toxicité de la aquifere
soja.etc microflore

Figure 04 : schéma sur I’impact des margines sur I’environnement
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I1.Actinobactéries

I1.1.Définition et caractéristiques

Les véritables Actinobactéries, également connus sous le nom d’actinobacteries, sont des
microorganismes a coloration de Gram positif. lls ont un type de croissance mycélien (les
cellules produisent des filaments et des ramifications) rappelant celui des champignons
filamenteux. Un des premiers organismes étudié dans ce groupe est le genre Actinomyces qui a
donné son nom au groupe (Jones et al., 2004).

Bien que les actinobactéries soient des microorganismes procaryotes, leur
morphologie ressemble fortement & celle des microorganismes eucaryotes comme les
champignons filamenteux (Osada, 1998). La plupart des actinobactéries sont terrestres,
certaines especes sont marines (Mincer et al., 2002). Les actinobactéries sont répandus dans
I'environnement et la plupart des especes sont chimioorganotrophes, aérobies, mésophiles et
croissent de fagon optimale dans la gamme de pH 5,0 a 9,0 avec une proximité optimale a la
neutralité (Williams et Wellington, 1982a ; Goodfellow et Williams, 1983). Les facteurs
importants contrélant I’abondance et I’activité des actinobactéries dans le sol sont : la
disponibilité des nutriments, la nature et I'abondance de la matiere organique, la salinité, la
teneur en humidité relative, la température, le pH et la végétation du sol (Goodfellow et
Williams, 1983).

Leurs parois cellulaires, ne renferment ni chitine ni cellulose mais une glycoprotéine
contenant de la lysine (formes fermentatives) ou de I'acide diaminopimilique (formes oxydatives)
et leur cytologie est celle des bactéries (Labeda et al., 1985 ; Mariat et Sebald, 1990).

Ils présentent des hyphes embranchés et des spores (Betelli et al., 2013).
L'embranchement du mycélium peut se présenter sous deux formes : mycélium de substrat et

mycélium aérien (Alharbi et al., 2012).

Les actinobactéries sont généralement aérobies, anaérobies facultatifs tels que :
Oerskovia, ou microaérophiles tels que Actinomyces et Agromyces ; mesophiles ou parfois
thermophiles comme Thermoactinomyces et neutrophiles (Lechevalier, 1981; Goodfellow et

Williams, 1983; Tracy et al., 2002 ; Badji, 2006). Ils préferent un pH neutre ou peu alcalin.
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Les actinomycetes sont généralement saprophytes, mais quelques uns sont pathogenes
pour les plantes tel que Streptomyces scabies, agent de la galle de la pomme de terre (Loria,
1986) ou encore pathogénes pour I’lhomme comme ( Mycobacterium tuberculosis, M.leprae)
(Peltola et al., 2001) et pour les animaux (Actinomyces bovis) (Goodfellow et Williams, 1983).

Les actinobactérie sont des germes trés ubiquitaires, rencontrés sur tous les substrats
naturels (Williams et al., 1984). Ils constituent une part importante de la microflore tellurique

10 a 20 % ou parfois plus (Dommergues et Mengenot, 1970 ; Ishizawa et Arargi, 1976).

L’air constitue pour les actinobactéries, non pas un habitat, mais un moyen de
transport (Gazenko et al., 1998 ; Reponen et al., 1998). Les spores de certains actinobactéries
se développent dans des matériaux détériorés provoquant, lorsqu’elles sont inhalées, des
maladies respiratoires. Les spores d’actinobactéries thermophiles sont produites en grande

quantité et sont facilement mises en suspension dans 1’air, lors des manipulations de matériaux

détériorés et leur dissémination se fait facilement grace au mouvement de 1’air (Mazodier,

1974).
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Tableau Il: Coefficient de Chargaff (GC%) des différents genres d’actinobactéries (Larpent et
Sanglier, 1989)

Genre G+C %
Mycobacterium 64-70
Actinomyces 63-73
Nocardia 67-69,4
Streptomyces 69-76
Micromonospora 71,4-72
Actinoplanes 70,6-76

I11.2. Taxonomie des actinobactéries

11.2.1.Evolution de la taxonomie des actinobactéries

Au cours des années, la taxonomie des actinobactéries a connu plusieurs remaniements

pour répondre & 1’évolution progressive des critéres de classification qui n’ont cessé de changer

et qui ont permis de clarifier progressivement les ambiguités existantes dans la position

taxonomique de plusieurs especes et genres. Au cours de cette évolution, la systématique des

actinobactéries a été caractérisee par quatre périodes distinctes :

Durant la premiere période, seuls les critéres macro et micro morphologiques permettaient
de différencier les genres entre eux. Ceci donna lieu a la création de nombreux genres
dont les limites entre eux n’étaient pas toujours nettes ce qui créa beaucoup de confusion
(Waksman 1943 ; Couch et Bland, 1974). Cette période s’est étendue jusqu’au début des
années 60, (Pridham et al., 1958 et Tresner et al., 1961).

La seconde période, qui a débuté a partir des années 60, a vu le développement de
I’utilisation de la chimiotaxonomie basée sur la composition tels que les acides aminés
(Becker et al., 1964), les sucres cellulaires (Lechevalier et Lechevalier, 1970 ), les
acides mycoliques , (Mordarska et al., 1972), les phospholipides membranaires
(Lechevalier et al., 1977 ; Collins et al., 1977), les ménaquinones (Collins et Jones,
1981) et les acides gras (Grund et Kroppenstedt, 1990). Le métabolisme cellulaire était
négligé durant cette période et seulement environ une dizaine de tests physiologiques

étaient impliqués dans la différenciation des espéces. Les criteres chimiques combinés aux
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descriptions morphologiques, se sont révélés jusqu’a 1’heure actuelle, trés efficaces pour

I’identification des genres d’actinobactérie.

e La troisieme période, qui a débuté dans les années 70, avec une apogée entre 1980 et
1990, est caractérisée par ’avénement de la taxonomie numérique assistée par ordinateur,
dans le but de clarifier I’identification des especes de chaque genre. Contrairement a la
période précédente, ici, le métabolisme cellulaire est d’'une grande importance ; le principe
consiste a traiter avec un logiciel approprié les résultats de plusieurs dizaines de tests
physiologiques et biochimiques ; ce qui permet d’obtenir un dendrogramme montrant les
pourcentages de similitude entre les espéces dont la position taxonomique a été clarifiée
pour plusieurs d’entre elles (Goodfellow et al , 1983; Athalye et al., 1985 ; Goodfellow
et al., 1989 et Grund et Kroppenstedt, 1990).

e La derniére période, qui a débuté durant les années 80, consiste a I’application des
méthodes d’analyses génétiques et moléculaires. L’hybridation ADN-ADN, le
séquencage de I’ARN ribosomique 16S et 23S et la détermination du coefficient de
Chargaff ont permis de tracer toute la phylogénie des actinomycétes (Stackebrandt et al,
1997 ; Kinoshita et al., 1999 et Hu et al., 2004). Grace au séquencage de I’ARN
ribosomique 16S, certains genres bactériens non mycéliens furent inclus dans 1’ordre des

Actinomycetales, tandis que d’autres en furent exclus.

Actuellement, le phylum Actinobacteria tel qu’il figure dans le Manuel de Bergey
(2007), renferme une seule classe : Actinobacteria. Cette classe est subdivisée en 5 sous classes,
6 ordres, 13 sous ordres dont 9 appartiennent a 1’ordre des Actinomycetales.On y trouve
¢galement 48 familles, 210 genres dont 188 appartiennent a I’ordre des Actinomycetales) et prés

de 1711 especes. Le genre Streptomyces a lui seul comprend 519 especes (Justin et al., 2003).

11.2.2.Critéres actuels d’identification

11.2.2.1. Morphologiques

Les caracteres culturaux contribuent parfois dans la différenciation des genres

d’actinobactéries entre eux. Parmi ces caractéres culturaux importants :
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e La production d’un mycélium aérien (MA) ou non (ex Actinoplanes, Micromonospora
et Rhodococcus) :

e La présence ou non de mycélium du substrat (MS) et la couleur du MA et du MS.

e La production et la couleur de pigments diffusibles dans le milieu de culture.

e La fragmentation ou non des mycéliums.

e La présence des spores (forme, mobilité, surface, disposition sur les hyphes, nombre)
origine exogéne ou endogene des spores (sporanges, des porophores, des sclérotes ou de

synnemata).

11.2.2.2.Chimio -taxonomiques

La composition cellulaire en acides aminées, en sucres et en lipides...etc. (Smaoui,
2010).
11.2.2.3.Physiologiques

Tolérance au chlorure de sodium, croissance en différentes valeurs de température et
de pH, recherche des enzymes et différents métabolites intermédiaires et terminaux. (Smaoui,
2010).

11.2.2.4.Moléculaires
Détermination du (G+C)%, séquengage des geénes de I’ARNr 16S, Hybridation ADN-
ADN (Smaoui, 2010).

I1.3.Importances industrielles des actinobactéries
Des procedés exploitant certaines caracteristiques de microorganismes ont été
développés, soit pour dégrader de nombreuses molécules organiques ou minérales pour la
dépollution, soit pour la production de plusieurs métabolites primaires et secondaires ayant des
valeurs ajoutées et des activités biologiques trés importantes. Pour cette raison, les
actinobactéries suscitent un intérét particulier dans divers domaines dues a leur capacité de
synthétiser de nombreux métabolites secondaires biologiquement actifs et enzymes (Oskay et
al., 2004), cet intérét incite les chercheurs et spécialistes & les isoler afin d’obtenir de nouvelles
molécules intéressantes.
L’hétérogénéité métabolique des actinobactéries et leur diversité écologique assez
exceptionnelle font d’eux des producteurs potentiels de nouvelles activités et spécificités

enzymatiques (Peaczinska-czoch et Mordarski, 1988). Aprés les antibiotiques, les enzymes




Synthese bibliographique

représentent le second grand groupe de produits industriels synthétisés par les actinobactéries. En
effet, ce sont d’excellents producteurs d’enzymes a utilisation industrielle telles que des
protéases, des chitinases (Tanaka et Omura, 1990 ; Vonothini et al., 2008), des amylases, des
cellulases, des xylanases et des lipases (Park et al., 2002).

Les actinobactéries peuvent dégrader des composés organiques naturels, grace a la
production d'enzymes, Ceux-ci leur permettent d'utiliser des substrats comme les féculents, les
matieres grasses. Certaines espéces peuvent utiliser la pectine, la kératine, la chitine, la lignine,
la cellulose et I’hémicellulose comme sources de carbone (Shouvik et al., 2012). Cependant, la
production d'enzymes reste trés couteuse en raison du colt élevé de la matiére premiére, qui
représente entre 40% et 60% du colit de production. Dans cette perspective, 1’apport d’une
solution a la problématique de gestion des déchets agroindustriels et faire d'eux une matiere

premiére pour la production d’enzymes demeure une question capitale (Habbeche, 2014).
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I11.Lipases

I11.1.Définition et généralités sur les lipases

Encore appelées triacylglycérols acyl hydrolases (EC.3.1.1.3) (Thakur, 2012) les
lipases sont des enzymes lipolytiques extracellulaires, ils appartiennent a la famille des
hydrolases d’esters carboxylique, qui peuvent agir d’une part comme hydrolases en milieu
aqueux et d’autre part comme des catalyseurs dans un milieu organique sur des échelles de

temps plus rapides et plus efficaces. Lagrari, C. (2019). Ces enzymes ont une capacité qui
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permet d’aider les réactions chimiques a se produire plus facilement. Les lipases sont de
nature hétérogene présentes chez tous les organismes vivants, jouent un réle clé dans la
biochimie des lipides, elles sont largement répandues dans la nature qu’elles soient d’origine
microbienne, animale, végétale, ce qui augmente leurs potentialités d’étre utilisées dans de

nombreuses applications d’importance industrielle. (Cordova Lopez, 1998).

La structure des lipases a été déterminée par cristallogenese et diffraction des rayons x
(Najjar, 2010). Toutes les lipases connues a ce jour présentent une organisation
tridimensionnelle commune composée d’un feuillet béta centrale formé de huit brins

paralleles connectés entre eux par des hélices alpha (Najjar, 2010).

Ces enzymes présentent une grande spécificité au substrat et dégradent souvent des
esters du p-nitrophenyl de I'acyle, Tweens et phospholipides avec une sélectivité vis-a-vis de
la position stéréo de la longueur de chaine. Les lipases ressemblent aux estérases, se different
par leur capacité d'agir sur les esters insolubles dans I'eau (Bornsheur et al., 2002 ; Petersen
et Daniel, 2006).

Les lipases d’origine microbiennes sont largement répondues chez les bactéries, les
levures et les champignons filamenteux. Elles sont aussi bien produites chez les bactéries
Gram (+) que par des bactéries Gram (-). Elles sont également répondues chez les levures
ainsi que chez les champignons filamenteux (Lawrence et al, 1967) L’intérét des lipases
microbiennes n’a cessé de s’accroitre au cours de ces dernieres années, principalement en
raison du grand nombre d’applications qu’elles offrent dans des domaines tres variés
(Sharma R et al ; 2001). Les lipases microbiennes présentent comme avantages d’une part,
d’avoir des procédés de fabrication relativement simples comparés aux lipases d’origine
animale et d’autre part, d’avoir une grande stabilité vis-a-vis de la température, des détergents
et des enzymes protéolytiques. Ces caractéristiques ont permis le développement de
nombreuses applications pour les lipases microbiennes qui ont abouti a de nombreux produits

commerciaux (Jaeger et al., 1994; Jaeger et Eggert, 2002).

[11.2.Intérét industriel des lipases

White et White ont listé 34 lipases commerciales de 34 sources différentes, dont 18

sont d’origine fongique et 7 d’origine bactérienne, les lipases figurent parmi les classes les

.
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plus importantes d’enzymes pour le monde industriel ,cet intérét provient principalement du
fait que les lipases posseédent des propriétés catalytiques atypiques d’une part, et d’autre part
les technologies a mettre en ceuvre par les produits sont relativement simple; leurs domaines
d’application sont donc tres vastes et variés ( Rihani,2012 )

Les lipases sont classées apres les protéases et les glycosidases dans le commerce des
enzymes et occupent 5 % de ce marché. Les développements dans la purification,
I’identification, la caractérisation, et la classification des lipases, ainsi que dans le domaine de
I’expression de protéines, ont rendu possible la production de quantités élevées de lipase et
leur utilisation comme biocatalyseurs dans des applications biotechnologiques modernes,
comme dans I’industrie pharmaceutique (biosenseurs, substituants d’enzymes endogenes)
I’industrie chimique tels que les produits cosmétiques, cuir, papier, oléochimie, production de
monoglycérides, détergent ( 1’utilisation des lipases dans les détergents est le champ
d’application le plus important (Jaeger et Reetz, 1998 ; Najjar, 2010), elles sont capables, en
effet, de fragmenter en petites particules les taches de graisse, tels que le rouge a lévre, le
beurre, I’huile et des produits de beauté. Le bain de lessive pourra ensuite évacuer ces
particules (Sharma et al., 2001 ; Fickers et al., 2008). les sciences biomédicales, en
environnement dans le domaine de la bioremédiation qui est devenue la méthode la plus
utilisée pour restaurer des environnements pollués, et enfin dans [’industrie alimentaire et

laitiere (fromage, beurre, margarine, boissons alcooliques) (Bornscheuer et al., 2002b).

V. Plan d’expériences

1VV.1.Définition

Les plans d'expériences permettent d'organiser au mieux les essais qui accompagnent
une recherche scientifique ou des études industrielles. 1ls sont applicables a de nombreuses
disciplines et a toutes les industries a partir du moment ou I’on recherche le lien qui existe
entre une grandeur d’intérét y et des variables Xi. Avec les plans d'expériences on obtient le
maximum de renseignements avec le minimum d'expériences. Pour cela, il faut suivre des
regles mathématiques et adopter une démarche rigoureuse. Il existe de nombreux plans
d'expériences adaptés a tous les cas rencontrés par un expérimentateur. Les principes
fondamentaux de cette science seront indiqués et les principaux plans seront passés en revue.
La compréhension de la méthode des plans d'expériences sappuie sur deux notions
essentielles, celle d'espace expérimental et celle de modélisation mathématique des grandeurs
étudiées (Revue MODULAD, 2006 Jacques GOUPY). L’objectif principal de cette méthode

.
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peut étre résumé par la devise « obtenir un maximum d’informations en un minimum

d’expériences » (W. Tinsson et al 2010).

Pour qu’un plan d’expériences soit utilisable, il est nécessaire qu’il remplisse certaines
conditions, dont la premiere est 1’orthogonalité¢ : En effet, il est essentiel pour ne pas
introduire de biais dans le calcul des effets, que chaque niveau d’un facteur soit associé a tous
les niveaux de l’autre, le méme nombre de fois. Cette condition d’orthogonalité, est
indispensable pour pouvoir calculer les effets d’un facteur, indépendamment des autres. On
peut méme ajouter, que toute 1’astuce d’un plan d’expériences consiste a tester facilement

I’effet d’un facteur pendant I’estimation de 1’effet d’un autre facteur (Goupy, 2006)

IVV.2.Méthodologie expérimentale

La démarche a respecter est la suivante :
Définition de 1’ objectif.
Choix des réponses expérimentales.
Choix des facteurs et du domaine expérimental d’intérét.
Etablir la stratégie expérimentale.
Construction de la matrice d’expériences.

Expérimentation.

O o o o o 0o ood

Calcul des estimations des informations recherchées.
O Interprétation des résultats
IV.3. Avantages d’un plan d’expérience
Un plan d’expériences a pour avantages :
[ La diminution de nombre d’essais
[J La déduction des parameétres influents
0 La possibilité d’évaluer les effets des interactions entre les parameétres
[J Une meilleure précision des résultats
[J La modélisation mathématique de 1’expérience

(1 La prédiction et I’optimisation (Goupy, 1999)

La méthode des plans d’expériences permet une interprétation rapide et sans

équivoque en fournissant un modele expérimental précis du systéme étudié.

.
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IVV.4.0Optimisation

Cette stratégie correspond a la modélisation du phénoméne sous la forme d’une
relation empirique qui permet de déterminer la valeur de la réponse en tout point du
domaine expérimental sans qu’on soit oblig¢é de faire 1’expérience. Ainsi,
I’expérimentateur peut accéder a la zone la plus intéressante du domaine (Iboukhoulefh.,
2014).

daddaddddaaddadaddaadadadaddaaadadaaaaaa

IV .5.Plan de Box-Behnken

Un plan de Box-Behnken est un type de plan de surface de réponse qui ne contient pas

un plan factoriel fractionnaire ou un plan factoriel imbriqué.

Dans le cas d'un plan de Box-Behnken, les points d’un plan se situent a des combinaisons des

niveaux de facteurs supérieur et inférieur et de leurs points centraux.

Les plans de Box-Behnken possédent des combinaisons de traitement qui sont situées
aux points centraux des bords de I'espace expérimental et qui requiérent au moins trois
facteurs Samed, 2011).




Matériel et Méthodes

Dans cette partie nous décrivons le matériel analytique et biologique ainsi que les
méthodes utilisees relatives a notre travail expérimental, Qui a été realisé au sein du
laboratoire de recherche « Laboratoire Microbiologie Appliquée » (LMA) de I'université de
Bejaia.

Nous avons effectué des isolements de souches d’actinobactéries a partir de trois échantillons
(grignons d’olive, sol contaminé et les effluents de margines), par la suite les souches isolées
ont fait I’objet d’un criblage sur milieu solide et liquide afin de sélectionner les isolats les plus

performants pour la production des lipases.

. Matériel

I. 1. Materiel analytique

L’appareillage, les réactifs et milieux de culture utilisés dans cette étude sont cites en
(Annexes).
I.2. Les margines

Les margines utilisées proviennent d’une huilerie moderne de la région de N’gaous
wilaya de Batna pendant la récolte saisonniere oléicole (février 2020-2021). Les échantillons
de margines ont été prélevés a partir d’un bac de stockage des margines et transportés dans un
récipient propre, puis ont été conservés a 4°C a I’abri de la lumiére jusqu’a leurs utilisation.
l. 3. Matériel biologique

Les isolats d’actinobactéries utilisés dans cette étude ont été prélevés a partir de trois

échantillons cités ci-dessus dans deux régions différentes Souk EI Ténine et Aokas wilaya de
Bejaia, puis ont été conservés au niveau du laboratoire de Microbiologie Appliquée de
I’université de Bejaia (LMA).
Il. Méthodes

11.1. Prélevement d’échantillons

Les échantillons destinés a I’isolement des microorganismes lipolytiques, ont été
prélevés a partir d’un sol contaminé et des effluents issus du processus de traitement des
olives. Ainsi de la plusieurs prélevements ont été réalisés au niveau de la région de Souk EL
Ténine et Aokas wilaya de Bejaia, Les échantillons sont acheminés au laboratoire dans des

récipients stériles.

.
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11.2. Isolement et sélection des actinobactéries lipolytiques

11.2.1. Prétraitement des échantillons

1 g d'un échantillon du sol séché a 60°C pendant 60 min est mélangé avec 0,1 g de
CaCOs et incubé a 37°C pendant 4 a 7 jours. Cela conduit a une augmentation de 100 fois des
colonies d’actinobactéries. En méme temps se produit une diminution de la flore fongique.
Quant aux bactéries, la plupart ont été eliminées par I'étape de séchage de I'échantillon (EI-
Nakeeb et Lechevalier, 1963).

11.2.2. Préparation des dilutions décimales

Pour chaque échantillon, 1g de sol est introduit dans un tube contenant 9 ml d’eau
physiologique stérile (Annexe 1), les tubes sont ensuite agités au vortex 4 a 5 minutes, a
vitesse maximale. Cette suspension est considérée comme étant la solution mére. Une série de
dilutions décimales est ensuite effectuée pour I’échantillon de sol de 10™ jusqu’a 10™
11.2. 3.Milieux d’isolement

L’isolement d’actinobactéries a partir d’échantillons traités a été réalisé sur deux
milieux différents : ISP2 et M2 (Annexe I11).
11.2. 4. Ensemencement et incubation

0,25 ul de chaque dilution est ensemencé a la surface des boites de pétri contenant I’un
des deux milieux de culture, les boites sont ensuite incubees a 37°C pour le milieu ISP2 et
45°C pour le milieu M2.
11.3.Purification

Les colonies qui ont montré une couleur et un aspect caractéristiques sont
sélectionnées parmi 1’ensemble des isolats obtenus sur milieux ISP2 et M2, tous sont retenus
pour un repiquage jusqu’a 1’obtention de souches pures.

Les isolats purs sont ensuite nommeés et groupés en fonction de leur dilution et leur site

de prélévements.
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11.4.Etude morphologique de ’isolat

11.4.1.0bservation macroscopique

Cette ¢tude est réalisée par observation a I’ceil nu de la taille, la forme, la couleur et
I’aspect des colonies sur milieu solide.
11.4.2.0bservation microscopique

Cette étude est réalisée par 1’observation sous microscope optique a 1’objectif (x100)
de la forme et de la disposition des bactéries a la suite d’une coloration de Gram. Les
bactéries qui apparaissent en violée sont dites « Gram positif » et celles qui présentent une

couleur rose sont appelées « Gram négatif ». La méthode est présentée dans (I’ Annexe V).

11.5.Production de lipase

Les isolats sont cultivés sur milieu solide (sélection qualitative) et liquide (sélection
quantitative), selon la méthode de (akram et al., 2006).
11.5.1.Screening sur milieu de culture solide

Les isolats qui ont été purifiés, ils seront repiqués sur un milieu a base de tributyrine
(Annexe I11) afin de visualiser 1’activité des lipases, puis incuber a 37°C et 45°C selon la

souche selectionnée (Ayinla et al., 2017).

11.5.2.Screening sur milieu liquide et suivi de I’activité lipolytique

De nombreuses méthodes destinées a mesurer 1’activité des lipases sur milieu liquide,
la pluparts sont basées sur la production des acides gras (AGL) (Pabai, 1997 ; Vardanega et
al., 2008 ; Nwuche and Ogbonna, 2011; Hasan et al. 2013).
11.5.2.1.Préparation de la solution substrat

Dans un bécher d’un litre, on porte a 1I’ébullition 1L d’eau distillé. Sous agitation, 20g
de la gomme arabique est versée en pluie. Quand la gomme arabique est dispersée, la solution
est laissée sous agitation dans un cristallisoir remplie de glace jusqu’a ce que la solution soit
clarifiée.

L’émulsion d’huile d’olive est préparée par I’ajout de 10 ml d’huile d’olive dans 90 ml

de la solution de la gomme arabique, le mélange est agité 4 fois pendant 1 minute en




Matériel et Méthodes

s’arrétant 30 secondes entre deux agitations successives pour éviter 1’échauffement de
I’émulsion. (Cardenas,2001 ;Sefha,2011).
11.5.2.2.Préparation de la pré-culture

Dans le but de sélectionner la souche d’actinobactérie la plus performante en terme de
production de lipase, une pré culture a été préparée par I’ensemencement de milieu de
culture liquide a base d’huile d’olive ( Annexe III), avec des colonies bactériennes prélevées a
partir du milieu solide ISP3(Annexe Ill) a I’aide d’une anse de platine stérile, ensuite le
milieu a été incubé a 37°C et 45°C dans un Shaker a 150 rpm pendant 4 a 7jours. Des
suspensions bactériennes de 10° UFC/ml, ont été préparées.
11.5.2.3.Mise en culture

Les isolats potentiellement producteurs de lipases servent a ensemencer 20ml du
milieu liquide a base de margines contenu dans des flacons en raison de 10% de la suspension
bactérienne, ensuite les flacons sont incubés & 37°C et 45°C dans un shaker a 150 rpm
pendant cing jours (Shivareddy et al., 2010 ; Sirisha et al.,2010) .

11.6.Dosage de I’activite lipasique

1ml de bouillon de chaque culture microbienne des isolats est centrifugé a 4000 rpm
pendant 30 min par une centrifugeuse de type NF400 / 400R Le surnageant de la culture est
collecté dans des tubes a essais propres et utilisé immédiatement comme source de lipase
brute pour les essais titrimétriques afin de doser ’activité de lipases (Sirisha et al. 2010).

Afin de mesurer I’activité de la lipase on a opté pour la méthode titrimétrique en
prenant I'huile d'olive en tant que substrat a pH 7. Cette analyse a été faite selon la méthode
(Aly et al., 2012), ou le milieu réactionnel est préparé dans des Erlenmeyers : 0,5 ml de
surnageant est additionné a un mélange préparé par 5 ml d’huile d’olive émulsionnée dans la
gomme arabique a 10 % (p / v), 5 ml de tampon phosphate a 0,2 mol/L et a pH 7.

Parallelement, le témoin est préparé en remplagant le surnageant par 0,5 ml de 1’eau
distillée. Le milieu réactionnel et le témoin sont incubés dans un Shaker a 150 rpm. Aprés 30
min, la réaction est stoppée et les AGL sont extraits par I’ajout de 1 ml de la solution acétone
éthanol (v/v) puis tourbillonnant le contenu rapidement. 2 a 3 gouttes de phénolphtaléine
(comme indicateur coloré de pH) sont additionnées a chaque mélange réactionnel et au témoin
ensuite, ils sont titrés par une solution de NaOH a 0.1 N Jusqu’a changement de couleur vers

rose claire a pH neutre.
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L’activité lipasique est calculée selon la formule :

K0 = Activité (umol/l. min) = (Vs — VB).N.1 000/ VR.T

VS : volume de NaOH consommeé pour le titrage de volume réactionnel.
VB : volume de NaOH consommeé pour le titrage de témoin (blanc).

N : normalité de NaOH.

1000 : facteur de conversion de mmol au pmol.

VR : volume réactionnel (10,5 ml).

T : temps de la réaction (30 min).

Une unité (U) de lipase est définie comme étant la quantité d'enzyme nécessaire pour
libérer 1 umol d'acides gras par minute dans les conditions de la réaction (Pinsirodom et
Parkin, 2001).

I1.7.Préparation des suspensions sporales et denombrement

Elle est effectuée par récupération des spores a partir de cultures d’actinomycéte sur
milieu (FBMS) en boites de Pétri ; en ajoutant une solution stérile d’eau distillée, a raison de
10 ml/boite de Pétri. A I'aide d'une anse de platine stérile, on gratte Iégérement la surface de la

gélose afin d’obtenir des suspensions sporales (Machehalek et al., 2015).

11.8. La cinétique de croissance de I’isolat et de production de lipase

L’¢tude de la croissance des souches bactériennes a été réalisée dans le but de révéler
le comportement de la souche SC et de quantifier la production de lipases en fonction de
croissance dans le milieu préparé. Cette cinétique de croissance est déterminée par la mesure

de la densité optique a 600 nm chaque 24h pendant 10 jours.
11.9. Optimisation de la production de lipase par un plan d’expérience.
11.9.1. Choix des paramétres influents la production de la lipase dans un
milieu & base de margine

Dans le but d’avoir une meilleure activité enzymatique, nous avons tenté¢ d’optimiser les
conditions de culture d’actinobactéries & savoir : la température (°C), le pH, le temps
d’incubation (jour), le taux d’inoculum (spores / ml) et la concentration initiale en margine

(%) Les valeurs extrémes de ces derniers sont réesumées dans le tableau ci-dessous :

Tableau 111 : Valeurs extrémes des parametres opératoires étudiés :
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Paramétres Niveau Centre Niveau
opératoires minimal maximal
Z1 30°C 37°C 44 °C
Z2 4 7 10
Z3 4ir 7jr 10 jr
Z4 10° spores/ml 10” spores/ml 1,99 10’
spores/ml
Z5 5% 25% 45%

La matrice d'expériences pour k=5. N=2k (k-1) + CO avec k : nombre de facteur, CO :
nombre de repétition des valeurs centrales = 3. Donc : 43 essais.

Quarante trois milieux de culture a base de margine a des parametres variables ont été
préparés selon la matrice des expériences présentée dans le tableau suivant :

Tableau I'V: Matrice d’expérience pour k=5

Facteur 1 Facteur Facteur 3 Facteur 4 Facteur 5
2

Essais Run  A:Température  B:pH C:Temps D:Taux E:Source

d'incubation d'inoculum de carbone
°C Jour spores/mL %
34 1 44 7 7 10’ 5
26 2 44 7 7 10° 25
30 3 37 7 10 10’ 5
9 4 37 4 7 10’ 5
20 5 37 7 7 1,99 10’ 45
43 6 37 7 7 10’ 25
28 7 44 7 7 1,99 10’ 25
37 8 37 4 7 10° 25
25 9 30 7 7 10° 25
39 10 37 4 7 1,99 10’ 25
3 11 30 10 7 10’ 25
5 12 37 7 4 10° 25
8 13 37 7 10 1,99 10’ 25
16 14 44 7 10 10’ 25
27 15 30 7 7 1,99 10’ 25
41 16 37 7 7 10’ 25
17 17 37 7 7 10° 5
11 18 37 4 7 10’ 45
40 19 37 10 7 1,99 10’ 25
14 20 44 7 4 10’ 25
15 21 30 7 10 10’ 25
2 22 44 4 7 10’ 25
35 23 30 7 7 10’ 45
18 24 37 7 7 1,99 10’ 5
21 25 37 4 4 10’ 25
23 26 37 4 10 10’ 25
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7 27 37 7 4 1,99 10’ 25
19 28 37 7 7 10° 45
38 29 37 10 7 10° 25
13 30 30 7 4 10’ 25
33 31 30 7 7 10’ 5
10 32 37 10 7 10’ 5
1 33 30 4 7 10’ 25
12 34 37 10 7 10’ 45
32 35 37 7 10 10’ 45
29 36 37 7 4 10’ 5
42 37 37 7 7 10’ 25
24 38 37 10 10 10’ 25
31 39 37 7 4 10’ 45
6 40 37 7 10 10° 25
36 41 44 7 7 10’ 45
4 42 44 10 7 10’ 25
22 43 37 10 4 10’ 25

Le modéle du second degré a développer a 5 facteurs s’écrit :

Y =bo + byXy + 02Xz + bgXs + 04Xy + bsXs + b1oX1 Xz + b1sXiXs + b1aXi Xy + bys X Xs +
boaXoXs + D2 XoXy + D2sXoXs + bagXaXg + b3sX3Xs + hasXaXs + b11Xy? + bppXo? + bagXs® +
basXs® + bssXs

Avec:

Y Activité lipasique U/L
X1: Température

Xz: pH

Xs: Temps d’incubation
X4: Taux d’inoculum

Xs: Source de carbone
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Cette partie expose I’ensemble des résultats obtenus et leur discussion et interpretation

respectives.
I. Isolement et sélection des actinobactéries lipolytiques

I.1. Prétraitement des échantillons

Il a été constaté que le nombre d’actinobactéries est plus élevé lorsque les échantillons
sont traités par rapport aux échantillons non traités (EI-Nakeeb et Lechevalier, 1963).

Le traitement chimique au carbonate de calcium (CaCO3) rend les milieux moins favorables a
la croissance des bactéries autres que les actinobactéries et donc minimise les contaminants,
(El-Nakeeb et Lechevalier, 1963 ; Cavalla et Eberlin, 1994).

I.2.1solement et screening des souches d’actinobactéries lipolytiques

D’apres certains auteurs une technique universelle d’isolement des actinobactéries
n’existe pas, c’est pour cela qu’il faut toujours varier les milieux d’isolement dans un méme
screening, dans notre étude les milieux ISP2 et M2 sont utilisés, afin de réussir I’isolement de
la flore actinomycétale qui compose 1’échantillon étudi¢ (Boudemagh, 2007).

Dans notre étude, 13 isolats ont été obtenus par la méthode des suspensions-dilutions
et ce a partir des quatre échantillons, sol contaminé, grignons, les effluents de margines et les
échantillons qui appartiennent au LMA.

Tableau V: Les 13 souches obtenues aprés isolement :

Souches Origine Température
d’incubation (°C)
ES3 2C Souk El Ténine 45
ES 10'2 Souk El Ténine 45
ESC3 2B Souk El Ténine 45
£S3 10'5 Souk EIl Ténine 45
ES3 C Souk El Ténine 45
ES3 8B1 Souk El Ténine 45
Epa 10'2 Souk EIl Ténine 45
£S3 10'2 c Souk EIl Ténine 45
E£S3 10'2 B Souk EIl Ténine 45
ES 11 Souk El Ténine 45
4
EFF 10 Aokas 37
4
SC aok 10 Aokas 37
3
G aok 10 Aokas 37
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I1.0bservation macroscopique et microscopique
L’aspect des isolats est représenté dans le tableau VII et la figure 10, aprées 7 jours
d’incubation & 45 C sur milieu M2 et 37°C sur milieu ISP2 selon les isolats sélectionnés

Tableau VI : Résultats de 1’é¢tude macromorphologique et caractéres culturaux des isolats

Code de la souche Milieux d’isolement Aspect macroscopique
ES3 2C M2 Colonies marron, rondes de taille
moyenne
2 - .
ES 10 M2 Colonies blanches, rugueuses et petite
taille
ESC3 2B M2 Colonies beiges, rondes et de petite
taille
5 . .
ES3 10 M2 Colonies beige, rondes et poudreuses
de petite taille
ES3 C M2 Colonies marron, rondes de taille
moyenne
ES3 8Bl M2 Colonies blanches, rondes et
rugueuses de petite taille
2 8 0 P 0%
EP4 10 M2 Colonies jaunes, irréguliéeres et
poudreuses de taille moyenne
-2 .
ES310 C M2 Colonies blanches, rondes de grande
taille
2 o o .
ES310 B M2 Colonies beige, filamenteuses
ES 11 M2 Colonies jaunes, rondes de petite taille
4 . 3
EEF 10 ISP2 Colonies beige, rondes et rugueuses de
taille moyenne
-4 . . Z
SC aok 10 ISP2 Colonies beige, dentelées et rugueuses
de grande taille
-3 .
G aok 10 ISP2 Colonies blanches, rondes, plates et

rugueuse de taille moyenne
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Figure 08 : Aspect macroscopique des isolats sur milieux 1ISP2 et M2.




Résultats et Discussions

Les colonies d’actinobactéries ont été reconnues par leur aspect morphologique
caractéristique. Elles apparaissent seches, rugueuses, colorées ou non, adhérent a la gélose et
présentent un mycélium végétatif et aérien (Boudemagh, 2007).

Coloration de Gram

Les résultats de la coloration de Gram reflétent la composition chimique de la paroi

d’une maniére générale et particulierement celle des actinobactéries.

Apres observation des frottis au microscope optique a 1’objectif (G * 100), il s’est

révelé que tous les isolats actinobactériens sont des bactéries a coloration Gram positif.

Figure 09: Observation au microscope optique au grossissement (10*100) de la coloration de
Gram de ’isolat ES3 10°

I11. Recherche des lipases

La recherche des lipases est réalisée sur un milieu nutritif ajouté d’un substrat
lipidique. Apres 7 jours d’incubation a 37° C, I’apparition d’un halo opaque autour des
colonies traduit la présence d’une lipase (Camille, 2007).
I11.1.Criblage sur milieu solide et liquide par mesure de I’activité
lipolytique

Le criblage des actinobactéries productrices des lipases est procédé par la mesure du

diamétre de la zone d’hydrolyse sur un milieu de culture solide additionné de tributyrique

E
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comme substrat (annexe I11) et le dosage de I’activité lipolytique par titrage en milieu liquide
(Akram et al, 2006).

La mesure de l'activité lipolytique en milieu solide a été quantifiée en mesurant la
largeur de la zone claire autour de la colonie, les cultures montrant les zones maximales
d'hydrolyse sont sélectionnées pour la suite des études (Wisdomkofi et al, 2006).

Les résultats des diametres des zones d’hydrolyses dans le milieu solide sont donnés
dans le tableau suivant :

Tableau VII: Résultats des diametres des zones d’hydrolyses dans un milieu solide

Les ES3 | ES ESC3 ' ES3 ' ES3 ' ES3 | ES3 |ES3 | ES | EP4 Gaok | EFF SC aok 10*
souches | 2C 10 2B 10° | C 881 |10° | 102 11 | 107 10° 10*
C B

Diamétre | 02 04 05 o5 (06 (05 [03 [04 [05 [07 0,6 0,6 0,6
(mm)

FigurelO : Activité lipasique d’actinobactéries sur milieu a base de tributyrine

L’activité lipasique en milieu liquide est calculée selon la formule :

L’activité lipasique des 13 souches est illustrée dans le tableau X.

Tableau VIII : Activité lipasique des 13 souches

E
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Code de la souche activité lipasique (U/1)
ES3 2C 160
ES10 130

ESC3 2B 160
ES310 130
ES3 C 210
ES3 8Bl 100
EP410 190
2
ES310 C 190
-2
ES310 B 160
ES 11 130
EFF10 190
4
SC aok 10 270
Gaok 10 240

Les deux tests cités (la mesure du diametre d’hydrolyse et de 1’activité lipolytique par
titrage ) ont été appliqués pour la sélection des souches ayant un haut potentiel
lipolytique. Les souches présentant une zone d’hydrolyse la plus large ainsi qu’une

importante activite lipolytique sont comme suit :
-4
v' SCaok 10
2
EP4 10

v

3
v G aok 10
v ES3 C

Afin de choisir la meilleure souche pour I’optimisation des conditions de production
de I’enzyme, un autre dosage par titrage a été effectué sur les 4 souches sélectionnées

précedemment, les résultats sont présentés dans le graphique ci-apres :

.
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Figure 11 : Activité lipasique des 4 souches sélectionnées

-4
D’apres les résultats obtenus, on a sélectionné la souche SC aok 10 comme etant la meilleure souche
pour 1’optimisation des conditions de production de 1’enzyme, du son haut potentiel lipolytique.

I11.2. Cinétique de croissance de I’isolat et de production de lipase

Cette cinétique de croissance est déterminée par la mesure de la densité optique a 600
nm chaque 24h pendant 10 jours incubée & 37°C de la souche SC aok 10™.

La cinétique de croissance et 1’activité lipasique de la souche SC aok 10 est illustré
dans le tableau XI

Tableau IX : Cinétique de croissance et ’activité lipasique de la souche SC aok 10™

Jours Densité optique (600 nm) Activité lipasique (U/l)
1 0,7 40
2 0,9 100
3 1,1 210
4 1 300
5 0,8 240
6 0,6 190
7 0,6 160
8 0,5 160
9 0,6 100
10 0,6 160
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Figure 12 : Cinétique de croissance et I’activité lipasique de la souche SC aok 10™

L'activité lipolytique de ces micro-organismes est due a leur capacité de produire et
sécréter des lipases.

Le développement d'une zone claire autour de la bactérie, était également une
indication de l'activité lipolytique dans un milieu solide en accord avec les travaux de
Mukunda et al., 2012. Les zones d’hydrolyse produites par la dégradation du Tributyrine
sont visibles aprés 4 a 7 jours d’incubation.

Seuls, les isolats potentiellement lipolytiques sont retenus pour la production de lipase
sur milieu liquide.

La production des lipases par la souche SC aok 10 était partiellement associée a la
croissance, 1’activité maximale de cette souche (300 U/ I) est apparue au 4éme jour
d’incubation, en parallele la croissance cellulaire a atteint son maximum au bout du 3éme
jour d’incubation a 37°C.

On a remarqué que la production de lipase augmente avec 1’augmentation du temps
d’incubation, mais arrivée a un stade elle finit par diminuer avec 1’augmentation de la période
d’incubation, cette tendance de la diminution de la production de lipase pourrait étre attribuée
a la dégradation protéolytique du systeme enzymatique, des résultats similaires ont été

documentés par (Ire et al., 2014).

IVV. Optimisation de la production de la lipase par le plan de Box behnken
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IVV.1. Parameétres opératoires
Les parameétres opératoires étudiés son respectivement :
v Latempérature (°C)
le pH

v

v" le temps d’incubation (jr)

v’ le taux d’inoculum (spores / ml)
v

la concentration initiale en margine (%)
La matrice d’expériences avec réponses est présentée dans le tableau XI

Tableau X : Matrice d’expériences pour un nombre de facteur k=5 et un nombre

d’expériences N= 43

Facteur 1 Facteur Facteur 3 Facteur 4 | Facteur5 | Réponse 1 Valeurs

2 prédites

N° | Run | Température pH Temps Taux Source de Activité Activité

essais d'incubation | d'inoculum carbone lipasique lipasique

°C Jour spores/ml % U/L U/L

34 1 44 7 7 10’ 5 3 -8,50
26 2 44 7 7 10° 25 53 59,35
30 3 37 7 10 10’ 5 79 87,94
9 4 37 4 7 10’ 5 47 46,46
20 5 37 7 7 1,99 10’ 45 97 125,23
43 6 37 7 7 10’ 25 64 64,67
28 7 44 7 7 1,99 10’ 25 107 126,23
37 8 37 4 7 10° 25 160 149,56
25 9 30 7 7 10° 25 220 193,60
39 10 37 4 7 1,99 10’ 25 380 322,94
3 11 30 10 7 10’ 25 130 142,46
5 12 37 7 4 10° 25 120 118,17
8 | 13 37 7 10 1,99 10’ 25 99 90,17
16 14 44 7 10 10’ 25 9 13,19
27 15 30 7 7 1,99 10’ 25 130 116,48
41 16 37 7 7 10’ 25 57 64,67
17 | 17 37 7 7 10° 5 100 98,60
11 18 37 4 7 10’ 45 290 287,21
40 | 19 37 10 7 1,99 10’ 25 58 59,44
14 | 20 44 7 4 10’ 25 160 158,06
15 | 21 30 7 10 10’ 25 190 197,44
2 22 44 4 7 10’ 25 160 165,21
35 | 23 30 7 7 10’ 45 90 85,50
18 | 24 37 7 7 1,99 10’ 5 47 68,48
21 25 37 4 4 10’ 25 130 149,27
23 | 26 37 4 10 10’ 25 290 308,90
7 27 37 7 4 1,99 10’ 25 219 228,04
19 | 28 37 7 7 10° 45 100 105,35

@
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25
25
5
5
25
45
45
5
25
25
45
25
45
25
25

IV.2. Analyse de variance et coefficient de corélation
Tableau XI: Analyse de variance

Source

Model

Xi-Température

X2-Ph

Xs-Temps

d'incubation
X,-Taux d'inoculum

Xs-Source de

carbone
X1 X5

X1 X3

X1 X4
X1Xs

X5X3
XXy
XoXs
X3X4

X3Xs

Somme des
carrés
2,763E+05
15500,25
28900,00

2093,06

105,06

4032,25
100,00
14884,00

5184,00
1024,00

33306,25
31862,25
43681,00
13225,00

2116,00

Df

20

1

1

Carré
moyen
13816,78
15500,25
28900,00

2093,06

105,06

4032,25
100,00
14884,00

5184,00
1024,00

33306,25
31862,25
43681,00
13225,00

2116,00

F_
value
25,41
28,50
53,14

3,85

0,1932

7,41

0,1839

27,37

9,53
1,88

61,24
58,59
80,32
24,32

3,89

p-value

<
0,0001

<
0,0001

<
0,0001
0,0626

0,6646

0,0124

0,6722

<
0,0001
0,0054
0,1838

<
0,0001
<
0,0001
<
0,0001
<
0,0001
0,0612

195
97
90

180

190

69
68
73
57
150
230
67
80
262

243,06
98,31
85,75

170,46

217,46
-6,79
73,69
64,81
64,67
41,40

142,56

210,29
55,25
70,21

246,77

Significatif
Significatif
Significatif
Non
significatif
Non
significatif
Significatif
Non
significatif
Significatif
Significatif
Non
significatif
Significatif
Significatif
Significatif
Significatif

Non
significatif

@
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X4Xs 625,00 1 625,00 1,15 0,2953 Non
significatif
X2 328,71 1 328,71 0,6044 @ 0,4452 Non
significatif
X? 37945,60 1 37945,60 69,77 < Significatif
0,0001
X2 12912,04 1 12912,04 23,74 < Significatif
0,0001
X4? 17361,11 1 17361,11 31,92 < Significatif
0,0001
Xs? 1922,84 1 1922,84 3,54 0,0734 Non
significatif
Lack of Fit 11835,71 20 591,79 9,20 0,1025 | Non significatif
Pure Error 128,67 2 64,33
Cor Total 2,883E+05 42

Les valeurs P inférieures a 0.05 indiquent que les termes du modeles sont significatifs
dans notre cas Xj, X, et Xs sont significatifs tendis que Xz et X4 sont non significatifs, et pour
ce qui est des interactions (X1 Xz, X1Xs X3Xs, X4Xs) sont non significatifs et (X1 X3 X1 X4,
XoX3, XXy, X X5 X3X4) sont significatifs et enfin (X312, Xs?2 ) sont non significatifs et (X2,

X32, X42)sont significatifs.

La valeur F de 9.20 lui correspond une p-value > 0.05 ce qui signifie que le manque

d’ajustement n’est pas significatif et le modele est valide et adéquat.

Tableau XII : Statistiques d’ajustement
R2 0,9585

Adjusted R? 0,9208

La valeur du coefficient R?=(0.9585) ce qui implique que le modéle explique & 95.8 % les

variations de la réponse.
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Predidted vs. Actual

Acmual

Figure 13 : Représentation graphique des réponses prédites en fonction des réponses réelles.

Les points sont répartis autour de la droite de régression. Le modéle peut étre donc

jugé de qualité suffisante (Figure 13).

L’examen du diagramme des réponses prédites en fonction des réponses montre une

bonne corrélation entre les deux.

IVV.3.Déterminations du modele mathématique

Tableau X111 : les coefficients de régression
Coefficients =
+64,67
-31,13 X1
-42,50 X,
-11,44 X3
-2,56 X4
+15,88 Xs
-5,00 X1 X
-61,00 X1 X3
+36,00 X1 Xy
+16,00 X1 Xs
-91,25 XoX3
-89,25 XXy

Signification
Significatif
Significatif

Non significatif
Non significatif
Significatif
Non significatif

Significatif
Significatif

Non significatif

Significatif
Significatif
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-104,50 XoXs Significatif
-57,50 XXy Significatif
-23,00 X3Xs Non significatif
+12,50 XuXs Non significatif
+7,17 X, Non significatif
+77,00 X,? Significatif
+44,92 Xs? Significatif
+52,08 X4 Significatif
-17,33 Xs? Non significatif

L’équation de régression polynomiale pour le modéle primaire (avant d’exclure les
coefficients non significatifs), est comme suit :
Y =64, 67-31,13X; -42, 50 X, -11,44X5 -2,56X4 +15,88X5 -5X1X; -61X1 X5 +36X1 X4
+16X1 X5 -91,25X,X3 -89,25X,X, -104,50X,Xs5 -57,50X3X4 -23X35X5 +12,50X4X5 +7,17X4
+77X,” +44,92X5% +52,08X,” -17,33X5°

Tableau IX : coefficients de régression aprés exclusion des termes non significatifs

Activité lipasique = Signification

+64,67

-31,13 X1 Significatif
-42,50 X5 Significatif
+15,88 Xs Significatif
-61,00 X1 X3 Significatif
+36,00 XXy Significatif
-91,25 XoX3 Significatif
-89,25 XXy Significatif
-104,50 XoXs Significatif
-57,50 X3Xy Significatif
+77,00 X5° Significatif
+44,92 X3 Significatif
+52,08 X4 Significatif

Ainsi I’équation de régression finale est comme suit :
Y =64, 67- 31,13X; -42, 50 X, +15,88 X5 -61X1 X3 +36,00 X1 X4 -91,25X,X3 -89,25X,X -
104,50X,Xs -57,50X3X4 +77X,” +44,92X5” +52,08X,

L’équation codée est utile pour identifier I’impact relatif des facteurs en comparant les

coefficients.

IV.4.Etude des effets d’interactions significatives

g
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Un effet d’interaction apparait lorsqu’une relation entre deux variables est modifiée
par une autre variable, les interactions significatives de notre étude sont illustrées ci-apres:

Actnite lpamgue (Uml

Figure 14 : Surface de réponse de I’interaction X; X3
L’analyse de la courbe (figl4) montre que 1’activité lipasique augmente quand la température

est entre 40 - 44°C et le temps d’incubation est entre 4 — 5 jours pour atteindre un maximum
de (200U /L).

nile Apangus i imd
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Figure 15 : Surface de réponse de I’interaction X,X3
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L’analyse de la courbe (figl5) montre que I’activité lipasique atteint un maximum de (200

U/L) quand le temps d’incubation est entre 4 — 5 jours et le pH entre 5 — 6

Actovitd Spanigue (Um L)

Figure 16 : Surface de réponse de I’interaction X,X4
L’analyse de la courbe (figl6) montre qu’une activité lipasique maximale est observée quand

le taux d’inoculum est entre 100000 - 3.4E + 0.6 spores/mL et un pH allant de 5 a 6.

Activitd hipasigus U s L)
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Figure 17 : Surface de réponse de I’interaction XX,
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L’analyse de la courbe (figl7) montre que ’activité lipasique atteint son maximum (200 U/L)

quand le taux d’inoculum est entre 100000 - 6.7E+06 et un temps d’incubation de 4 — 5 jours.

Actwne [pasigee (U/mL)

Figure 18 : Surface de réponse de I’inteaction X»Xs
L’analyse de la courbe (figl8) montre une acitivité maximale ( 200 U/L ) quand la source
carbone varie de 54 15 et le pH entre 5 — 6.

Figure 19 : Surface de réponse de I’inteaction X1 X4
L’analyse de la courbe (figl9) montre une acitivité maximale ( 200 U/L ) que quand la
température est entre 30-34 et le taux d’inoculum dans les environs de 1.99.10°
D’apreés le modéle obtenu, nous remarquons que 1’effet d’interaction le plus important
est celui du couple ( X2Xs) corespendant respectivement au temps d’incubation et le taux
d’inoculum, suivi du couple ( X,X3) corespendant a la température et le temps d’incubation,

apres vient celui du couple ( X2X,) corespendant au pH et le taux d’inoculum.

E
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IVV.5.Validation du modele

La validation par les points tests consiste a réaliser des éxpériences supplémentaires en
des points situés a I’interieur du domaine d’étude, et a comparer les valeurs mesurées a celle

calculées a paratir du modéle.

Afin de choisir I’optimum,logiciel deseign expert nous a proposé trois solutions, elles

sont cités dans le tableau ci-aprés :

Tableau XV : les solutions

Temps Taux Sourc Valeurs Erreur Valeurs
Numéro | Température pH d'incu | d'inoculum e de prédites standard réelles
bation carbo | (activité (Activite (activité
ne lipasique) lipasique) lipasique)
1 43,874 4,636 @ 4,023 1,9 10’ 27,128 = 380,691 29,803 160
2 34,478 4,005 @ 6,878 210’ 36,283 | 382,576 20,237 78
3 44,000 10,000 = 4,000 1,7 10’ 20,317 = 320,043 31,745 350

Apreés réalisation des trois essais, on a trouvé que le 3éme essai se raproche le plus de
la valeur prédite ce qui implique qu’on valide le 3¢me modele avec une valeur prédite de
320U/L et une valeure réelle de 350 U/L ( la différence entre les deux valeurs n’est pas
significative ).

Les valeurs des facteures qui nous ont permis d’avoir I’optimum sont comme suit :
v" Une température de 44°C
Un pH de 10

v

v Un temps d’incubation de 4jours

v Un taux d’inoculum de 1,7 10"spores/mL
v

Une source de carbone de 20.317%




Conclusion et perspectives

Cette étude a été realisee dans le but de produire des lipases dans un milieu liquide a
base de margines par des actinobactéries, prélevées a partir de quatre types d’échantillons de
trois sites différents, ce qui nous a permis d’isoler treize souches d’actinobactéries dans deux
milieux différent ISP2 et M2 toutes aptes a dégrader un substrat lipidique.

L'observation microscopique et macroscopique révele que les isolats sont des Gram
positif majoritairement de taille moyenne dentelaire et ronde, se regroupent en colonies

rugueuses.

La mise en évidence de l'activité lipolytique est faite sur milieu solide additionné de
tributyrine par mesure des diamétres des halos, et sur milieu liquide a base d’huile d’olive
comme substrat et cela par le dosage des AG libérés, au vu des resultats préliminaires qui
nous ont permis de sélectionner la souche SC Aok 10™, celle qui a révélé une activité
lipasique importante de 300 U/I, ces études doivent étre poursuivies et approfondies en
ciblant une production qualitative et quantitative des lipases, Il serait également important
d’établir une optimisation statistique par I’effet de certains parametres physico-chimiques
sur la production des lipases par la souche SC Aok 10™ en utilisant la méthode des plans

d’expériences.

Le suivi de la croissance de la souche SC Aok 10™ & travers la mesure de la densité
optique d’une part, et I’activité lipasique a travers le dosage des acides gras libérés d’une
autre part, nous a permis de déterminer le jour maximal de production estimé entre 3 et 4
jours d’incubation.

L’étude de la modélisation et de I’optimisation de la production des lipases a été
réalisée en sélectionnant cinq facteurs comme variables : la température, le pH du milieu le
temps d’incubation, le taux d’inoculum et la source de carbone. En vue de sélectionner les
parametres influencant cette production, ainsi que leurs interactions, un plan Box Behnken a

été etudié.

L’activité lipasique produite chez la souche SC aok 10 choisie aprés réalisation des
trois solutions proposées par le logiciel est de (350pumol/lI/min) & une valeur de pH 10 une
concentration en carbone de 20%, un taux d’inoculum de 1.7E+07 et un temps d’incubation

de 4jours et une température de 44 °C.

.
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Perspectives :

Purification et caractérisation de I’enzyme

Exraction des polyphénols afin de favoriser la croissance

Identification moléculaire de 1’isolat

Transplantation des génes réponsables de la production des lipases

Elargir I’étude a d’autres facteurs nutritionnelles et culturaux dans le but d’optimiser
la production des lipases .

Récupération des AGL a partir des sous produits issus des rafineries d’huiles, pour
diverses utilisations.

Transformation des margines en huile acide pour diverses utilisations industrielles et

alimentation du bétail comme aditif .

|
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Annexes

Annexe | :

Matériel utilisé :

=

AN NN Y U N N N N N

AN N N A

Appareillages :

Balance (Adventurer) (RADWAG).
Etuve (Memmert).

Bain Marie agitateur (Memmert).
Bain Marie (Julabo).

Centrifugeuse (BENING ERA BEI LI CENTRIFUGE CO, LTD).

pH-métre (BANTE).

Spectrophotometre (RAYLEIGH UV 1800).

Rotavapeur (BuchiRotavapor R-114).

Plaque chauffante agitatrice (VELP SCientifica, Trade Raypa).
Vortex (VELP scientifica référence : ZX3).

Shaker (GFL)

Verrerie
Boites Pétri
Tubes a essai
Pipette Pasteur

Eprouvettes, falcons, bécher, pipettes

Annexe Il :

Les solutions utilisées :

Eau physiologique :

Solution d’oligo-éléments :

FeSO, 7TH,0....cooviiiinnial. 0,19
MnCI, 4H,0 ... 0,1g
ZnSO4 THYO. oo 0,19
Eau distillée..................... 100ml

Solution saline
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- HOQsp..eiei 0.1L
- FeSO47H 0., 0.1g/L
- MnCl4H,0.....coeinnn 0.1g/L
- ZnSO4THZO0....ccvviiininn 0.1g/L
- AQA. . 209

Solution d’hydroxyde de sodium NaOH a (0,1N)

Pour la préparation de 1000ml d’hdroxyde de sodium qui représente une masse
molaire de 40g/mol, 4g du NaOH sont dissout dans 1000ml d’cau distillé suivis d’une

agitation vigoureuse.

Annexe |11 :

Milieu liquide pour la production de lipase :

- KH2POgeeiiiiii 0.4g

- KoHPOgooiioiiiiin, 2.1g

- MgSO4..eiviiiiiiii 0.2¢g

- CaClgee.eiviiviiiiiiiiinn, 0.023¢g
- FeClseiiiiiiiiiiiiiin, 0.002¢g
- NH4NOsz. ... 0.5g

- Eaudistillé........................ 1L

- Substrat lipidique................ 2%

Milieu de culture agar ou tributyrine :

- Extrait de levure............... 0.2%

- NaHPO4..eeviii 0.1%

- MgSOy..eeneiiiiiii 0.05%
- NaCl......ooooii 0.1%
- NHsSOgevvviiiii 0.1%

- Tributyrine....................... 2%

- pHe 7

Milieu extrait de malt-extrait de levure (ISP 2) :
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Milieu farine d’avoine Agar (ISP3) :

M2 (Milieu a amidon extrait de levure peptone)

Extrait de levure................... 4¢g
Extrait de malt.................... 10g
Glucose ....oovvvvviniiiiiii 4¢g
Agar.....ooiiiiiiii, 20g
Eau distillée........................ 1L
PH. o 7,3

Farine d’avoine................... 20g
Solution saline standard......... Iml
Agar.....oooiiiiiiii 20g
Eau de mer 50%................... 1L

- Amidon.........oo 10g
- Extraitde levures........................ 4¢g
- Peptone........coooiiiiiiiii 29
- AGAlN 18 ¢
Annexe V:

Coloration de gram :

Faire un frottis

Coloration avec une solution de violet de Gentiane (cristal violet) pendant une minute

Rincage des lames par une solution de lugol

Décoloration des frottis par lavage avec un mélange d’éthanol et d’acétone

Recoloration avec (la fuchsine de Ziehl) diluée pendant 15 secondes

Ringage abondant a I’eau du robinet

Une fois séchées, les lames sont examinées sous microscope optique

Annexe V :

Surfaces des réponses des interactions non significatives
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Figure 3 : Surface de réponse de I’interaction X3Xs
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Résumé

Dans cette étude, 13 souches actinobactériennes ont été prélevées de quatre
échantillons de Souk El Ténine et Aokas wilaya de Bejaia, et isolées sur les deux
milieux Isp2 et M2. notre travail s’est intéressé a la caractérisation morphologique des
actinobactéries ainsi qu’une mise en évidence de leur aptitude a produire des lipases
dans des milieux & base de margines, la révélation de I’activité lipasique en milieu
solide est procédée par la mesure du diameétre de la zone d’hydrolyse et par titrage en
milieu liquide, en paralléle un suivi de la cinétique de croissance de la souche
sélectionnée pour 1’optimisation (SC aok 10™) est réalisé par la mesure de la densité
optique a 600 nm chaque 24h pendant 10 jours.

En vue d’améliorer la production de lipases, un plan Box Benkhen design a été
adopté en variant le temps d’incubation (jours), le pH ; la température °C, le taux
d’inoculum (spores / ml) et la concentration initiale en margine (%).

Les résultats d’optimisation obtenus, ont montré qu’une meilleure activité a été
atteinte au bout de 4 jours d’incubation a un pH de 10, un taux d’inoculum de
1.7E+07, une température de 44°C et une source de carbone de 20 %.

Mots clé : Lipase, margines, actinobactéries, optimisation, plans d’expériences

Abstract

In this study, 13 actinobacterial strains were collected from four samples in the
regions of Souk EI Ténine and Aokas wilaya of Bejaia, and isolated on the two media

Isp2 and M2.

Our work was interested in the morphological characterization of actinobacteria as
well as a highlighting of their ability to produce lipases in media based on margines, The
quantification of lipase activity in solid medium is carried out by measuring the diameter of
the hydrolysis zone and by titration in liquid medium, in parallel a follow-up of the growth
kinetics of the strain selected for the optimization (SC aok 10-4 ) is carried out by measuring
the optical density at 600 nm every 24 hours during 10 days

In order to improve the production of lipases, a Box Benkhen design plan was adopted
by varying the incubation time (days), the pH, the temperature °C, the inoculum rate (spores /
ml) and the initial concentration of margine (%). The optimization results obtained, showed
that a better activity was achieved after 4 days of incubation at pH 10, inoculum rate 1.7E+07
(spores/mL=), temperature 44°C and carbon source 20%.

Key words: Lipase, margines, actinobacteria, optimization, experimental design.



