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Introduction  

   Le sol est un environnement qui a été largement exploré en raison de son rôle 

d'habitat pour les microorganismes producteurs de composés naturels biologiquement actifs 

(Kumar et al., 2010). Les substances bioactives ont passionné les chercheurs, de par le 

monde en quête de nouvelles molécules (Gomath et al., 2016). Les micro-organismes les 

plus productifs en termes de molécules bioactives sont généralement des bactéries à Gram 

positif, qui se distinguent par leur variété de formes. Parmi eux, le genre Streptomyces est 

particulièrement connu depuis les soixante-dix dernières années pour sa capacité à produire 

de nombreux composés bioactifs. Ces molécules sont largement utilisées en tant 

qu'antibiotiques, agents anti tumoraux, immunosuppresseurs et enzymes (Prashanthi et 

al.,2018). 

   Aujourd'hui, notre quotidien repose largement sur l'utilisation de produits 

biotechnologiques tels que les médicaments, les détergents, les aliments et les produits 

cosmétiques. Cependant, la fabrication de ces produits biologiques dépend de la plupart des 

cas de la présence et de l'action des enzymes (Lagrari, 2019). 

   Parmi ces enzymes, nous retrouvons les lipases qui sont une classe diversifiée en 

raison de leurs origines, qu'elles soient animales, végétales ou microbiennes. Elles sont 

synthétisées sous forme de protéines extracellulaires. La grande diversité des propriétés 

catalytiques et la polyvalence réactionnelle des lipases en font des candidates privilégiées 

pour de multiples applications industrielles citées ci-dessus. Cependant, pour utiliser les 

lipases dans ces divers secteurs, une étape cruciale est la formulation préalable, qui implique 

de réaliser une préparation enzymatique, soit un extrait brut ou un extrait brut semi-purifié 

car la majorité des industries utilise ce type de préparation (Alloue et al., 2008). 

   Le principal objectif de cette étude est centré sur la semi purification et la 

caractérisation biochimique de la lipase des actinobactéries en milieu liquide. Pour atteindre 

cet objectif, notre recherche est divisée en parties distinctes, qui se concentrent sur les 

aspects suivants :  

   Premièrement, les généralités sur les actinobactéries et les lipases ont été abordées 

dans la synthèse bibliographique. 
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Deuxièmement, le protocole expérimental de la semi-purification et de la caractérisation 

des lipases produites par une souche d'actinobactérie appelée Streptomyces sp. 22 dz a été 

élaboré. 

Ensuite, les résultats obtenus ont été discutés et la conclusion a été présentée pour clôturer 

notre mémoire. 
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I. Actinobactérie 

I.1 Généralités  

  Le terme "actinobactéries" trouve son origine étymologique dans les mots grecs 

"Aktis" signifiant "rayon" et "mykes" signifiant "champignon". Ainsi, il peut être 

interprété comme faisant référence à des champignons qui rayonnent ou qui ont une 

apparence en forme de rayons (Labeda et al., 1984). 

        Les actinobactéries sont des microorganismes présents dans la plupart des 

écosystèmes, ce qui les rend omniprésentes. La majorité d'entre elles se trouvent dans le 

sol, mais elles sont capables de coloniser de nombreux autres habitats tels que l'air, les 

composts, les eaux, les fourrages, les fumiers, les grains de céréales, les systèmes de 

climatisation, la poussière domestique, le foin et les pailles, les résidus fibreux de canne 

à sucre, le pollen des plantes ainsi que d'autres substrats. Les actinobactéries sont des 

bactéries à Gram positif, caractérisées par un contenu en GC supérieur à 55% et une 

tendance à former des filaments ramifiés qui peuvent se développer en un véritable 

mycélium. La longueur des filaments peut varier considérablement, allant de très courts 

à très développés, tandis que leur diamètre se situe entre 0,5 μm et 2 μm. Parfois, la 

fragmentation des filaments peut donner des formes coccoïdes. Les spores peuvent être 

isolées ou regroupées en chaînettes. Chez les Actinoplanaceae, les spores peuvent être 

mobiles ou non, et se trouvent dans une structure appelée sporange. Les bactéries en 

question ont pour particularité de générer des métabolites secondaires intéressants, 

notamment des agents antimicrobiens, des enzymes et des antioxydants (Lecterch et al., 

1983).  

  Comparées à d'autres bactéries, ces dernières se développent plus lentement avec 

un temps de génération moyenne de 2 à 3 heures (Kitouni, 2007).  

 Malgré leur statut de microorganismes procaryotes, les actinobactéries présentent       

une morphologie qui rappelle celle des microorganismes eucaryotes, notamment les 

champignons filamenteux (Osada, 1998). Les actinobactéries colonisent le sol, les 

environnements marins et d’autres écosystèmes dits extrêmes (Mincer et al., 2002). 
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Figure 1 : Photographies au microscope électronique à balayage de différents isolats 

d'actinobactéries. a - Micromonospora sp. b - Streptosporangium sp.                                          

c - Saccharopolyspora. d - Actinosynnema sp. e - Streptomyces sp ( Anandan et al., 2016).  

.1 I.2 Taxonomie des actinobactéries 

  L'analyse des gènes d'ARNr 16S et 23S a permis d’établir la classification des 

actinobactéries (Ludwig et al., 2012). 

 Les actinobactéries constituent l'une des unités taxonomiques les plus importantes 

des 18 lignées majeures actuellement identifiées dans le domaine des bactéries. Elles sont 

composées de 5 sous-classes, 6 ordres et 14 sous-ordres (Barka et al., 2015).  L'ordre des 

Actinomycetales fait partie de la classe Actinobacteria qui est désormais restreinte aux 

membres de la famille Actinomycetaceae. Cela signifie que sur les 43 familles du phylum 

Actinobacteria, seules 10 familles font partie des cinq autres classes, alors que les 33 autres 

sont classées dans la classe Actinobacteria (Mohammadipanah et al., 2017). La figure 

suivante donne la classification phylogénétique des Actinobacteria, basée sur les séquences 

du gène codant l’ARNr 16S. 
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Figure 2 : Classification phylogénétique des Actinobacteria, basée sur les séquences du 

Gène codant l’ARNr 16S (Barka et al., 2015). 

.2 I. 3 Importance des actinobactéries 

  Les actinobactéries sont un groupe de bactéries largement répandues dans la 

nature et qui jouent un rôle important dans l’industrie. Ces bactéries se distinguent par 

leur remarquable aptitude à synthétiser un large éventail de composés, tels que des 

enzymes, des antibiotiques, des pigments, des agents anti-tumoraux et des 

immunosuppresseurs. Il est estimé qu'environ 70% des antibiotiques utilisés en médecine 

proviennent de dérivés ou de produits issus des actinobactéries (Genilloud, 2017). 
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.2.1 I. 3. 1 Domaine écologique 

  Les actinobactéries jouent un rôle crucial dans les écosystèmes en raison de leur 

importance écologique diversifiée.  

 Décomposition de la matière organique : Les actinobactéries sont impliquées 

dans la dégradation de divers matériaux organiques, tels que les résidus végétaux, les 

feuilles mortes, le bois et les déchets animaux. Leur activité enzymatique contribue à la 

conversion de ces matériaux en éléments nutritifs, favorisant ainsi le recyclage des 

nutriments dans les écosystèmes (Grzyb et al., 2020). 

 Formation de complexes symbiotiques : Certaines actinobactéries établissent 

des relations symbiotiques avec des plantes, formant des associations bénéfiques 

connues sous le nom de mycorhizes à actinobactéries. Ces interactions facilitent 

l'absorption des nutriments du sol par les plantes et renforcent leur résistance aux stress 

biotiques et abiotiques (Freitas et al., 2017).                                                                            

 Par exemple : l'actinobactérie Frankia établit une relation symbiotique avec 

certaines espèces de plantes, telles que les arbres fixateurs d'azote, formant des nodules 

racinaires spéciaux. 

 Production de métabolites bioactifs : les actinobactéries sont célèbres pour leur 

capacité à produire une large gamme de métabolites bioactifs, tels que les antibiotiques, 

les antifongiques, les anti tumoraux et les antiviraux. Ces métabolites peuvent jouer un 

rôle important dans la défense des plantes contre les pathogènes (Berdy, 2012). 

.2.2 I. 3. 2 Domaine biotechnologique 

   La bioremédiation, qui relève de la biotechnologie environnementale, 

implique l'utilisation d'organismes vivants pour éliminer les contaminants présents dans 

le sol, l'eau ou les eaux usées (EPA, 2002). Des recherches sont en cours pour évaluer 

l'efficacité des membres du phylum actinobacteria dans la bioremédiation des pesticides 

et les métaux lourds. En outre, il convient de noter que les actinobactéries sont des 

producteurs remarquables d'enzymes ayant de nombreuses applications 

biotechnologiques (Polti et al., 2015).    
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.2.3 I. 3.3 Domaine pharmaceutique 

  Les actinobactéries ont été la source de nombreux composés bioactifs présentant 

une gamme variée d'activités biologiques, notamment des antibiotiques, des 

antifongiques, des agents anticancéreux et antitumoraux, des anti-inflammatoires et des 

antioxydants (Lam, 2006).  

.3 I. 4 Caractéristiques physiologiques des actinobactéries 

  Les actinobactéries sont généralement des microorganismes mésophiles, qui 

préfèrent une température de croissance comprise entre 25 et 30°C. Toutefois, il existe 

des espèces thermophiles, notamment dans le genre Thermoactinomyces, qui a une 

température optimale de croissance plus élevée, située entre 50 et 60°C (Rangaswami 

et al., 2004). 

  Concernant le pH, les actinobactéries sont neutrophiles et se développent bien 

dans un environnement dont le pH se situe entre 5 et 9. Cependant, il existe certaines 

souches de Streptomyces qui sont acidophiles et qui préfèrent des pH compris entre 3,5 

et 6,5, ce qui leur permet de se développer abondamment dans les sols acides (Aouar, 

2012). 

.4 I. 5 Production d’enzyme chez les actinobactéries 

  Les actinobactéries sont connues pour leur capacité à produire un large éventail 

d'enzymes. Ces micro-organismes sont souvent utilisés dans l'industrie biotechnologique 

et pharmaceutique en raison de leur potentiel enzymatique. Voici quelques exemples 

d'enzymes produites par les actinobactéries 

• Amylases   

   Les actinobactéries sont une source importante d'amylases, des enzymes qui 

dégradent l'amidon en sucres plus simples. Elles peuvent être utilisées dans diverses 

applications industrielles, telles que la production d'enzymes pour l'amélioration de la 

texture des aliments ou la conversion de l'amidon en biocarburants (Winkler et al., 

2019). 
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• Protéases   

  Les actinobactéries produisent également des protéases, des enzymes qui 

décomposent les protéines en acides aminés. Ces enzymes sont utilisées dans la 

production de détergents, la transformation de la viande et la clarification des jus de fruits 

(Rao et al., 1998). 

 Cellulases  

   Les actinobactéries sont également reconnues pour leur capacité à produire des 

cellulases, des enzymes qui dégradent la cellulose, principal constituant des parois 

cellulaires des plantes. Les cellulases trouvent des applications dans la production de 

biocarburants à partir de la biomasse végétale (Lynd et al., 2002).  

  Il existe de nombreuses autres enzymes produites par les actinobactéries, telles 

que les lipases, les estérases, les pectinases, les chitinases, etc. Ces enzymes présentent 

un potentiel prometteur pour diverses applications industrielles et médicales.  

Concernant des lipases, les détails sont donnés dans la partie suivante.  
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II. Les lipases 

.5 II. 1 Généralités sur les enzymes 

  La vie dans toutes ses formes, qu'il s'agisse de végétaux, d'animaux ou de 

microorganismes, repose sur un réseau complexe de réactions chimiques catalysées par 

des enzymes. Ces réactions sont essentielles pour la croissance et la maintenance 

cellulaires (McAuliffe, 2012). Les enzymes sont des macromolécules, majoritairement, 

de nature protéique. Elles sont des polypeptides de masses moléculaires élevées situées 

entre 10 à 1000 kDa (Jarrar, 2011). La plupart de ces catalyseurs naturels (et 

probablement presque tous à l'avenir) sont produits par fermentation de matières 

d'origine biologique (Hasan et al., 2006). 

  Les enzymes lipolytiques peuvent être classées en trois grands groupes sur la 

base de leur fonction et de leurs spécificités, les carboxylesterases (EC 3.1 .1.1), les 

lipases (EC 3.1.1.3) et les phospholipases (EC 3.1.1.4) (Charbonneau, 2014). 

.6 II. 2 Historique et définitions 

  En 1856, Claude Bernard a découvert pour la première fois la lipase dans le suc 

pancréatique comme un enzyme qui hydrolyse les gouttelettes d'huile insolubles et les 

convertit en produits solubles (Ilesanmi et al., 2020). 

  Les lipases font partie de la classe des hydrolases (EC3). Elles agissent 

spécifiquement sur les liaisons ester (EC3.1) présentent dans les esters carboxyliques 

(EC3.1.1). Elles hydrolysent les triacylglycérols en acides gras, diacylglycérols, 

monoacylglycérols et glycérol et sont connues sous le nom de triacylglycérol 

acylhydrolases (EC3.1.1.3). En plus de leur activité d'hydrolyse, elles ont des capacités 

d'interestérification., d'estérification, d'aminolyse et d'alcoololyse, qui sont utilisées dans 

de nombreux secteurs industriels (Joseph et al., 2008 ; Chandra et al., 2020) (figure 

3).  

.7 II. 3 Origine des lipases 

  Les lipases affichent une grande diversité de caractéristiques et sont présentes de 

manière ubiquitaire tant chez les végétaux que chez les animaux et les micro-organismes 

(Gupta et al., 2004). 



                                                                   Synthèse bibliographique 

 

10 
 

.7.1 II. 3. 1 Origine végétale 

  Chez les plantes, les lipases se trouvent dans les graines ou les céréales, les fruits, 

les feuilles, entre autres. Cependant, la principale source de l'enzyme est les graines, où 

elles présentent également une activité hydrolytique plus importante, car les graines 

contiennent généralement une concentration élevée d'huile, qui servira de source 

d'énergie pour le développement ultérieur de la plante. Les lipases végétales ont un coût 

de production faible et constituent une bonne alternative pour l'utilisation des coproduits 

agricoles, en plus de présenter une bonne stabilité dans les réactions d'interestérification 

(Filho et al., 2019). 

.7.2 II. 3. 2 Origine animale 

  Les lipases d'origine animale sont générées par des cellules spécialisées qui 

synthétisent ces enzymes, ou bien elles sont présentes chez d'autres animaux hôtes dans 

le tractus gastro-intestinal. Leur rôle principal consiste à faciliter la digestion des graisses 

et des lipides (Filho et al., 2019). 

  Les lipases présentent chez les mammifères peuvent être regroupées en trois 

catégories distinctes :  

 Le premier groupe comprend les lipases associées à la digestion, telles que les lipases 

linguales, pharyngées, gastriques et pancréatiques.   

 Le deuxième groupe comprend les lipases présentes dans le cerveau, les muscles, les artères, 

les reins, la rate, la langue, le foie et les tissus adipeux.   

 Enfin, le troisième groupe comprend les lipases produites par les glandes galactogènes qui 

sont responsables de la production du lait maternel.  

 (Fickers et al., 2008). 

.7.3 II. 3. 3 Origine microbienne 

  Les lipases microbiennes sont extraites de différentes sources telles que les 

champignons, les levures et les bactéries. Elles ont suscité un intérêt plus marqué de la 

part des industriels que les lipases d'origine végétale et animale. Ces lipases présentent 

de nombreux avantages significatifs, tels qu'une abondance accrue, des rendements de 

production plus élevés, une facilité de modification génétique et une croissance rapide 



                                                                   Synthèse bibliographique 

 

11 
 

dans des milieux peu coûteux, ce qui contribue à la réduction des coûts de production. 

De plus, elles se distinguent par leur grande diversité de caractéristiques et de 

spécificités. Par conséquent, elles sont plus facilement produites et étudiées (Geoffry et 

al., 2018 ; Filho et al., 2019). 

   Les lipases bactériennes extracellulaires sont d'une importance primordiale dans 

le domaine commercial en raison de leur facilité de production à grande échelle. Bien 

qu'il existe plusieurs sources bactériennes capables de produire des lipases, seules 

quelques-unes sont exploitées commercialement, soit sous leur forme sauvage, soit sous 

forme recombinante. Les microorganismes producteurs sont, Achromobacter, 

Alcaligenes, Arthrobacter, Bacillus, Burkholderia, Chromobacterium et Pseudomonas. 

Les lipases de Pseudomonas sont largement utilisées dans diverses applications 

biotechnologiques (Gupta et al., 2004). 

 Les actinobacteries productrice de la lipase : 

Parmi les actinomycètes, Streptomyces sp. Est un groupe d'organismes d'une grande 

importance industrielle, Les Streptomyces sont des bactéries filamenteuses Gram-positives 

que l'on trouve généralement dans le sol. Ce microorganisme est principalement connu pour 

sa capacité à synthétiser de nombreux antibiotiques et autres métabolites secondaires. Il 

produit également un grand nombre d'enzymes telles que des lipases. Quelques genres 

d'actinobactéries connus pour leur capacité à produire des lipases : 

 Streptomyces : Les espèces de Streptomyces sont largement étudiées pour leur 

production de lipases. Par exemple, Streptomyces rochei (Soares et al., 2012). 

 Nocardia : Certains membres du genre Nocardia sont également connus pour leur 

production de lipases (Sharma et al., 2014).  

 Amycolatopsis : Les Amycolatopsis sont des actinobactéries productrices de lipases. 

Par exemple, d'Amycolatopsis mediterranei (Hassan et al., 2020). 
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Tableau 1 : Photographie au microscope électronique à balayage de différents isolats 

d’actinobactéries (alloue et al., 2008).      

Source de la lipase  Forme  Société  Rôle et application Références  

 

 

Candida rugosa 

 

 

Poudre 

Amano, 

Biocatalysts, 

Boehringer 

Mannheim, 

Fluka, Genzyme, 

Sigma 

 

Hydrolyse des 

lipides 

 

 

Knezevic et 

al., 

2004 

 

Rhizomucor miehei 

(Lipozyme IM60) 

 

Immobilisée 
 

Novo Nordisk 

 

Synthèse des lipides et 

d’ester de sucres 

Ward et al., 

1997 

Chen et al., 

200 

Pseudomonas 

alcaligenes 

(Lipomax) 

 

Poudre 

 

Genencor 

Hydrolyse 

(industries des 

détergents) 

 

Jaeger et al., 

1998 

 

Rhizomucor miehei 

(Palatase) 

 

Liquide 

 

Novo Nordisk 

Hydrolyse(développement 

des arômes dans le 

fromage) 

Tarahomjoo et 

al., 2003 

Aspergillus oryzea 

Thermomyces 

lanuginosus 

(Lipolase) 

 

Poudre 

 

Novo Nordisk 

Hydrolyse 

(industries des détergents et 

agroalimentaires) 

 

Destain, 1998 

Lipase (E.C.3.1.1.3) 

Yarrowia lipolytica 

Poudre Artechno S.A. Hydrolyse des 

Graisses 

 

Streptomyces sp  Novozymes Biodiesel Production (Mander et al., 

2012) 
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.8 II. 4 Différents mécanismes de catalyse lipasique 

.8.1 II. 4. 1 Réaction d’hydrolyse 

  La lipase est responsable de la catalyse de l'hydrolyse des lipides, également 

connue sous le nom de lipolyse. Ce processus implique la séparation des molécules de 

lipides ou d'esters en acides gras et en molécules de glycérol correspondantes (Fatima 

et al., 2021). L'hydrolyse permet la production d'acides gras qui peuvent ensuite être 

convertis en alcools gras ou utilisés dans des réactions d'estérification ou de 

transestérification (Chandler, 2001). Les réactions lipasiques sont d'une importance 

considérable dans la synthèse de nombreux produits commerciaux, notamment dans les 

industries des huiles naturelles et des graisses. Ces réactions occupent une place centrale 

dans les processus industriels de transformation des lipides, permettant ainsi la création 

d'une variété étendue de produits finis (Jaeger et al., 1999 ; Fatima et al., 2021). 

  Au cours de la réaction d’hydrolyse, on pourra distinguer les lipases par leurs 

régiosélectivité, typo-sélectivité ou encore énantiosélectivité (Lafaquière, 2010). 

.8.2 II. 4. 2 Réaction de la synthèse 

  Les lipases, outre leur rôle essentiel dans l'hydrolyse, présentent la capacité de 

catalyser une diversité de réactions de synthèse dans des conditions thermodynamiques 

favorables, caractérisées par une faible activité de l'eau. Ces réactions se divisent 

principalement en deux types : l'estérification et la transestérification (Gupta et al., 

2004). 

 Estérification  

  L'estérification est une réaction de double déplacement entre les alcools et les acides 

carboxyliques, donnant naissance à des esters et de l'eau (figure 3). 

  L'estérification catalysée par la lipase gagne de plus en plus d'importance dans la 

production d'esters organiques, car elle présente l'avantage de ne produire que de l'eau 

comme sousproduit. Des exemples significatifs incluent l'utilisation de la lipase obtenue 

à partir de Candida antarctica pour catalyser la réaction d'estérification entre les acides 

lactiques ou carboxyliques et les alcools. De même, les lipases obtenues à partir de 

Rhizomucor meihei et Candida antarctica ont été utilisées dans le processus 

d'estérification de l'acide dihydroxystéarique. De plus, la lipase obtenue à partir de 

Staphylococcus aureus, immobilisée sur des nanoparticules magnétiques, a été utilisée 
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pour la synthèse d'esters à partir de déchets d'huile de friture (Alloue et al., 2008 ; 

Sarmah et al., 2018 ; Fatima et al., 2021). 

 La transestérification 

 Divers produits chimiques d'importance commerciale sont synthétisés par 

transestérification, impliquant l'alcoololyse, l'acidolyse et l'interesterification, 

respectivement représentées par les équations de la (figure 3), où le groupe organique 

d'un ester est remplacé par celui d'un alcool, d'un acide et d'un ester. La 

transestérification catalysée par une lipase est considérée comme une méthode efficace 

pour produire des biocarburants à partir d'huiles usagées de l'industrie alimentaire. Ces 

réactions offrent l'avantage de produire un biodiesel respectueux de l'environnement et 

économiquement viable, avec une consommation d'énergie réduite et une récupération 

facile des produits.  

La figure qui suit montre les réactions catalysées par les lipases.  

(Borrelli et al., 2015). 

 

Figure 3 : Réactions catalysées par les lipases(Borrelli et al., 2015). 
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.9 II. 5 Intérêt industriel des lipases 

  L'utilisation commerciale de la lipase constitue un marché lucratif qui génère 

chaque année des milliards de dollars, en raison des nombreux avantages qu'elle offre 

aux grandes industries. Ces enzymes se distinguent par leur polyvalence exceptionnelle 

en tant que biocatalyseurs, ce qui les rend indispensables dans divers secteurs tels que 

l'industrie alimentaire, l'oléochimie, la pharmacie, la chimie fine, la cosmétique, la 

production de pâte et de papier, l'industrie du cuir, les biosenseurs, ainsi que dans le 

traitement des eaux usées contenant des huiles et des graisses (Jaeger et al., 2002 ; 

Contesini et al., 2020 ; Garcíaoliva et al., 2022). 

   Les lipases peuvent être utilisées comme additifs ou comme biocatalyseurs dans 

la fabrication d'ingrédients alimentaires. En tant qu'additifs, ces enzymes sont utilisées 

pour modifier les arômes en synthétisant des esters d'acides gras à chaîne courte et des 

alcools, qui sont des composés aromatiques bien connus.En tant que biocatalyseurs, les 

lipases jouent un rôle important dans l'industrie des lipides car elles peuvent être 

exploitées pour la restructuration des huiles végétales et animales (Ferreira-Dias et al., 

2013). 

  Le tableau suivant montre quelques exemples qui mettent en évidence certaines des 

nombreuses applications des lipases dans l'industrie alimentaire :   
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Tableau 2 : Application des lipases dans l'industrie alimetaire (Aravindan et al., 2007). 

 

   

  Les lipases microbiennes sont largement utilisées dans l'industrie des détergents 

(Sharma et al., 2017). Par exemple, la lipase de C. antarctica a été développée sous 

forme d'enzyme recombinante pour être utilisée dans la formulation de détergents 

(Joseph et al., 2008). La conversion de l'huile végétale en esters de méthyle ou d'autres 

alcools à chaîne courte peut être catalysée par une seule réaction de transestérification 

en utilisant des lipases dans des solvants organiques (Jaeger et al., 2002 ; Grady et al., 

2016). 

  Un exemple concret est la formulation liquide dérivée de la lipase de 

Thermomyces lanuginosus commercialisée par Novozymes sous le nom commercial 

Eversa. Cette formulation est spécifiquement conçue pour une production économique 

et compétitive de biodiesel (Monteiro et al., 2021).  
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Les profènes (acides 2-arylpropioniques), qui sont un groupe important de 

médicaments anti-inflammatoires non stéroïdiens, sont synthétisés par une réaction 

d'estérification énantiosélective catalysée par les lipases provenant de C. antarctica et C. 

rugosa. Ces lipases jouent un rôle clé dans la production de profènes en permettant la 

formation de la conformation spécifique requise pour leur activité pharmacologique 

(Sarmah et al., 2018). 

La bioremédiation pour l'élimination des déchets est un domaine émergent de la 

biotechnologie des lipases. Les microorganismes psychrophiles producteurs de lipases 

sont particulièrement prometteuses pour des applications telles que le traitement des eaux 

usées, la bioremédiation dans les environnements froids contaminés par les graisses et la 

synthèse de composés actifs dans des conditions froides (Joseph et al., 2008). 

Les lipases sont capables de dégrader efficacement les contaminants et les polluants, 

certaines espèces de bactéries, comme Pseudomonas protegens, ont démontré leur 

potentiel dans la biodégradation des polyuréthanes (Chandra et al., 2020).
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I. Matériels  

La partie expérimentale a été réalisée au laboratoire de microbiologie appliquée (LMA) de 

la faculté des sciences de la vie et de la nature de l'université Abderrahmane Mira de 

Bejaia pendant une période de trois mois. Les matériels nécessaires pour mener nos 

expériences nous ont été mis à disposition. Les isolats d'actinobactéries utilisés dans cette 

étude ont été fournis par le doctorant BENHOULA Mohammed et ont été isolés à partir de 

la région de Souk El Ténine et Aokas, wilaya de Bejaia. Par la suite, ils ont été conservés à 

-80 °C.  

.10 I. 1 Matériel analytique 

   L’appareillage, les réactifs et milieux de culture utilisés dans cette étude sont cités 

en Annexe 1. 

.11 I. 2 Matériel biologique 

 L’isolat d’actinobactérie utilisé dans notre étude appartient à la collection du 

Laboratoire de Microbiologie Appliquée de l’université de Bejaia (LMA). La souche 

appartient au genre Streptomyces, nommée Streptomyces sp. 22 dz (Benhoula et al., 

2023) 

II. Méthode 

.12 II. 1 Revivification de la souche 

   L’isolat conservé à -80°C a été revivifié sur un milieu préconisé pour les 

actinobactéries (ISP2).  

.13 II. 2 Préparation de la solution sporale 

   La préparation des suspensions sporales est réalisée en récupérant les spores à 

partir de cultures d'actinomycètes cultivées sur milieu ISP2 dans des boîtes de Pétri. 

Ensuite, 10 ml d'eau distillée stérile sont ajoutés dans chaque boîte de Pétri. Les 

suspensions sporales sont obtenues en grattant délicatement la surface de la gélose à l'aide 

d'une anse de platine stérile (Machehalek et al., 2015). 

.14 II. 3 Test d’activité lipasique 

   Après la culture de l'isolat microbien, 1 ml de bouillon de culture a été centrifugé 

à 4000 tours par minute pendant 30 minutes à l'aide d'une centrifugeuse de type ROTINA 
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380 R. Le surnageant a été récupéré dans des tubes à essais propres. Ce surnageant a été 

utilisé immédiatement comme source de lipase brute pour les essais titrimétriques, qui ont 

permis de mesurer l'activité des lipases (Sirisha et al., 2010).             

   Pour évaluer l'activité de la lipase, la méthode de titrimétrie a été choisie en 

utilisant de l'huile d'olive comme substrat, à un pH de 7. L'analyse a été réalisée en suivant 

la méthode de (Aly et al., 2012). Dans des Erlenmeyers, le milieu réactionnel a été préparé 

en ajoutant 0,5 ml de surnageant à un mélange contenant 5 ml d'huile d'olive émulsionnée 

dans de la gomme arabique à une concentration de 10% (m/v) (annexe 2), ainsi que 5 ml 

de tampon phosphate à une concentration de 0,2 M et un pH de 7,2.  

 En parallèle, un témoin a été préparé en remplaçant le surnageant par 0,5 ml d'eau distillée. 

Le milieu réactionnel ainsi que le témoin ont été incubés dans un Shaker à 150 rpm. Après 

30 minutes, la réaction a été stoppée et les acides gras libres sont extrait en ajoutant 1 ml 

d'une solution d'acétone éthanol (v/v) et en agitant vigoureusement le contenu. Ensuite, 2 

à 3 gouttes de phénolphtaléine (utilisé comme indicateur coloré de pH) ont été ajoutées à 

chaque mélange réactionnel ainsi qu'au témoin. Enfin, une solution de NaOH à une 

concentration de 0,2 N a été ajoutée goutte à goutte jusqu'à ce que la couleur vire au rose 

claire à un pH neutre (figure 4). 

L’activité lipasique est calculée selon la formule :  

Activité (μmol/l. min) = (VR – VB). N.1000 / VE . t 

VR : volume de NaOH consommé pour le titrage de volume réactionnel.  

VB : volume de NaOH consommé pour le titrage de témoin (blanc). 

N : normalité de NaOH. 

1000 : facteur de conversion de mmol au μmol. 

VE : volume réactionnel (0,5 ml). 

T : temps de la réaction (30 min). 

Une unité (U) de lipase est définie comme la quantité d'enzyme nécessaire pour 

libérer 1 μmol d'acides gras par minute dans les conditions de réaction spécifiées 

(Pinsirodom et al., 2001).  
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.15  II. 4 Cinétique de croissance et de production de la lipase  

   La cinétique de la biomasse et la production de lipases sont suivies en mesurant 

l'activité lipasique toutes les 24 heures pendant une période de 10 jours. L'incubation est 

réalisée à une température de 37°C avec une agitation à 150 rpm. Parallèlement, un 

comptage des spores est effectué en utilisant une cellule de Malassez. 

 Dénombrement des spores 

   Le comptage des spores a été effectué en réalisant une dilution de 1/5 de la solution 

mère. La méthode de comptage utilisée est basée sur l'utilisation d'une cellule de Malassez 

(Hamrouni, 2019). Cette cellule est composée de carrés subdivisés sur la surface d'une 

lame. Une goutte de suspension a été déposée sur la surface de la cellule de Malassez, puis 

recouverte d'une lamelle. Le dénombrement des spores a été réalisé au microscope optique 

avec un grossissement de 400, avec la formule de comptage sur la cellule de Malassez 

 

 N : nombre de spores /ml de la suspension initiale.  

 S : spores   

 n : nombre moyen des spores dans 1 cellule de Malassez.  

 v : Volume d’une unité de comptage.  

 a : Nombre d’unités de comptage dénombrées.  

 Fd : facteur de la dilution.  

 

.16 II. 5 Semi-purification des lipases 

.16.1 II. 5. 1 Préparation de l’extrait lipasique 

   Dans le but de produire une quantité maximale de lipase, des cultures ont été lancé 

en prenant en compte les conditions standards de production des lipases. Les cellules 
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bactériennes issues des cultures de la souche Streptomyces sp. 22 dz sont éliminées par 

centrifugation à 9000 rpm pendant 30 min et à 4 °C. Le surnageant récupéré, contenant 

l’activité lipasique, est gardé en vue de la semi-purification.   

   Ce surnageant présente une activité lipasique de 3,7 U/ml. Le protocole 

expérimental de semi-purification de lipase comporte deux étapes : une précipitation 

fractionnée au sulfate d’ammonium (40-70%) suivie d’une dialyse.  

.16.2 II. 5. 2 Précipitation fractionné au sulfate d’ammunium (40-70 %) 

   La précipitation de la lipase et d'autres protéines par le sulfate d'ammonium est 

une technique couramment utilisée en raison de son faible coût, de sa grande solubilité et 

de son effet protecteur sur les enzymes (Kanwar et al., 2002).  

   100 ml du surnageant récupéré, contenant l’activité lipasique est mélangé 

délicatement avec des petites quantités de sulfate d'ammonium solide jusqu'à atteindre une 

saturation de 40% (en utilisant une quantité de sulfate d'ammonium de 29 g, basée sur la 

table de références adaptée de (Dawson et al., 1986). Ce mélange est agité doucement et 

maintenu à 4°C pendant 1h30 à 2 heures. Ensuite, le mélange est centrifugé à une vitesse 

de 9000 tours par minute pendant 30 minutes. Le surnageant obtenu est mélangé avec du 

sulfate d'ammonium solide jusqu'à ce que la saturation atteigne successivement 50%, 60% 

puis 70%, en utilisant une quantité d'environ 32 g de sulfate d'ammonium. Après 2 heures 

d'agitation à chaque niveau de saturation jusqu'à atteindre une saturation de 70%, la 

solution est soumise à une centrifugation à une vitesse de 6000 tours par minute pendant 

25 minutes à une température de 4°C. Le précipité obtenu est immédiatement récupéré 

dans un minimum de tampon phosphate afin de procéder à la dialyse.  

.16.3 II. 5. 3 Dialyse 

   Afin de se débarrasser du sulfate d’ammonium lié aux protéines présentes dans le 

culot récupéré, une dialyse a été réalisée. La fraction contenant le sulfate d'ammonium a 

été placée dans un boudin de dialyse avec un seuil de coupure de 16 kDa et dialysée contre 

un tampon phosphate de 0,2 M, à un pH de 7, pendant une durée de 2 à 4 heures, en 

utilisant un agitateur magnétique à une température de 4°C sous faible agitation. Après 4 

heures, le tampon a été remplacé par un tampon frais pour que la concentration en sels à 

l'intérieur du boudin atteigne le niveau minimum et la dialyse a été poursuivie pendant la 

nuit (15 heures) à une température de 4 °C. Une fois la dialyse terminée, l'échantillon 
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récupéré a été ensuite soumis à un dosage de l'activité lipasique et la teneur en protéines 

a été mesurée à l'aide d'un spectrophotomètre à une longueur d'onde de 595 nm 

(Bradford, 1976).  

.16.4 II. 5 .4 Méthode analytique 

   La méthode de Bradford (1976) est une méthode colorimétrique utilisée pour 

estimer la quantité de protéines présente dans un extrait en utilisant comme réactif le bleu 

de coomassie. 800 μl de la solution protéique des 3 échantillons sont mélangés avec 200 

μl de réactif de Bradford. Le mélange est agité et incubé pendant 15 minutes à l'obscurité. 

Ensuite, l'absorbance est mesurée à 595 nm à l'aide d'un spectrophotomètre UV/visible. 

La quantité de protéines est évaluée en se référant à une courbe de référence établie à 

partir de l'albumine du sérum bovin (ASB) (courbe réalisée par le doctorant). 

.17 II.6 Caractérisation biochimique de la lipase semi-purifiées 

   Afin de caractériser biochimiquement les ou la lipase, nous avons étudié 

l’influence de certains paramètres, à savoir l’étude de l’effet de la température, du pH, des 

inhibiteurs et des détergents, des ions métalliques et des solvants organiques, sur l’activité 

lipasique.  

.17.1 II. 6. 1 Effet de la température sur l'activité de la lipase et mesure 

de thermostabilité 

   Pour déterminer la température optimale de la réaction enzymatique, la 

préparation semi-purifiée a été incubée dans le tampon A (tampon phosphate 0,2 M à pH 

7) à des températures allant de (20 à 70) °C, avec une valeur de pH constante à 7,0. 

L'activité enzymatique a été déterminée dans des conditions d'essai standard.  

   L'activité lipasique la plus élevée a été considérée comme étant de 100 %, Pour la 

détermination de la thermostabililité de la préparation enzymatique, nous l’avons pré-

incubée dans le tampon A à la même plage de température pendant 6 heures. Des 

prélèvements sont faits chaque 20 min afin de déterminer l'activité lipasique résiduelle 

selon les conditions du protocole précédemment décrit. L'activité lipasique initiale a été 

considérée de 100 %.  

   La thermostabilité en présence du substrat a été estimée par l’incubation des 

mélanges réactionnels à différentes températures (40, 50, et 60°C) pendant 6 heures. Des 

prélèvements ont été faits chaque heure afin d’estimer l’activité résiduelle.  
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.17.2 II. 6. 2 Effet du pH sur l'activité et la stabilité de la lipase 

La valeur optimale du pH pour l'activité lipasique a également été étudiée en 

testant l'activité dans divers tampons à différents pH (3,0-9,0) pendant 30 minutes à 37° 

C, l'acétate de sodium (50 mM, pH 3,0-5,0), phosphate de sodium monobasique (50 mM, 

pH 6,0-7,0) et Tris-HCl (50 mM, 8,0-9,0) ont été utilisés comme tampons, pour le test de 

stabilité du pH, la préparation enzymatique a été pré-incubée dans différents tampons de 

pH 3,0 à 9,0 pendant 6,0 heures. Ensuite, l'activité résiduelle a été déterminée toutes les 

heures, comme décrit précédemment. 

.17.3 II. 6. 3 Effets des solvants organiques sur l’activité et la stabilité de 

la lipase 

L'effet des solvants organiques sur l’activité et la stabilité des lipases a été étudié 

en mélangeant différents solvants organiques avec l'enzyme dans le tampon A à 50 % 

(v/v) pendant 1 et 3 jours. Le mélange a été incubé à 37 °C sous agitation 150 rpm, et le 

groupe témoin (sans solvants organiques) a également été prépar<é dans le tampon A. 

L'activité lipasique a été mesurée dans des conditions standard. 

.17.4 II. 6. 4 Effets des ions métalliques sur la stabilité et l’activité 

lipasique 

   L’effet des ions métalliques sur la stabilité et l'activité de la préparation 

enzymatique a été étudié. L'activité lipasique a été mesurée en pré-incubant la préparation 

enzymatique avec chaque additif.  

   Les réactifs ont été préparés dans le tampon A, avec chaque ion métallique à une 

concentration finale de 10 et 20 mM, les mélanges réactionnels ont été incubés à 

température ambiante pendant 30 minutes. L'activité lipasique sans ajout d'ions 

métalliques a été définie comme étant de 100 %, et l'activité résiduelle a été déterminée 

par rapport à celle de l'échantillon de référence.  

.17.5 II. 6. 5 Effet des inhibiteurs et des détergents sur la stabilité et 

l’activité de la lipase 

   L’effet des inhibiteurs et des détergents sur la stabilité de l’activité de l’extrait brut 

a été étudié.  

   L’activité lipasique a été mesurée en pré-incubant l’extrait enzymatique avec 

chaque additif.   
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   Les réactifs ont été préparés dans 5ml de Tampon A, avec chaque détergent et 

inhibiteur a une concentration finale de 10%, les mélanges réactionnels ont été incubés 1 

heure à température ambiante. L'activité lipasique sans ajout d’additifs a été définie 

comme étant de 100 % et l’activité lipasique a été déterminée par rapport au témoin.
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I. Résultats et Discussions 

.18 I. 1 Repiquage de la souche 

Le résultat de revivification de la souche Streptomyces sp. 22 dz sur milieu ISP2 a 

montré que la souche est pure (figure 5), les colonies sont grosses et incrustées dans la gélose, 

elles sont poudreuses grises à conteur régulier, avec formation du mycélium et des spores.  

 

.19 I. 2 Test d’activité lipasique  

 

Résultats de test d’activité après l’ajout de soude  

 

Figure 5: Virage de couleur vers le rose après l’ajout de soude. 

 

Figure 5 : Aspect de l’isolat de la souche Streptomyces sp. 22 dz après 

revivification sur milieu ISP2. 

Figure 4 : Aspect de l’isolat de la souche Streptomyces sp. 22 dz après 

revivification sur milieu ISP2. 
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.20 I. 3 Suivi de la croissance et de la production d’enzyme  

   L'objectif de cette étude est de repérer le jour optimal de la production des lipases 

par la souche Streptomyces sp. 22 dz d’un côté, et de mettre en évidence la corrélation 

éventuelle avec la biomasse produite dans le milieu de culture liquide d’un autre côté.  

 

Figure 6 : l'observation des spores à l'aide d'un microscope optique avec grossissement 

x40.  

 La cinétique de croissance et l’activité lipasique de la souche de Streptomyces sp. 

22 dz est illustré dans la figure 7

Figure 7 : Cinétique de croissance et l'activité lipasique de la souche 

Streptomyces sp. 22dz. 
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La production des lipases par la souche sélectionnée était partiellement liée à sa 

croissance. En effectuant un suivi chronologique de la sécrétion de lipases et de la croissance 

bactérienne, nous avons observé que la lipase était sécrétée dès le début de la phase de 

latence, suivie immédiatement par une phase de croissance au cours de laquelle la souche 

atteignait son niveau maximal d'activité (3 U/ml) après 5 jour d'incubation. Pendant ce 

temps, la croissance cellulaire atteint son maximum au quatrième jour d'incubation à 37°C.  

    Nous avons également observé que la production de lipase augmentait avec 

l'augmentation de la durée d'incubation. Cependant, à un certain stade, la production de 

lipase a commencé à diminuer avec une période d'incubation plus longue. Cette diminution 

de la production de lipase peut être attribuée à la dégradation protéolytique du système 

enzymatique (Ire et al., 2014).  

 D’après les résultats obtenus ont montré que l'activité optimale de la lipase était 

atteinte après une période d'incubation de 5 jours, et avec une taille d'inoculum de 5,44 ×107 

(spores/mL).  

   Des niveaux de production comparables ont été obtenus par Rajanikanth et 

collaborateur (2016) dont la croissance de la biomasse a été constatée comme étant 

progressive jusqu'au sixième jour d'incubation, mais par la suite, la croissance a 

drastiquement diminué.  

   Il est supposé que cette variation est due à l'utilisation de souches différentes. De 

plus, il peut être noté que cette variation est directement liée à la durée d'incubation et au 

volume d’inoculum (Korayem et al., 2015 ; Rajanikanth et al., 2016).  

.21  I. 4 Purification partielle de la lipase 

.21.1 I. 4. 1 Précipitation au sulfate d’ammonium (40 -70 %) 

 Beaucoup de sels sont utilisés pour effectuer la précipitation des protéines telles que les 

enzymes, par le phénomène de relargage (Salting out). Cependant, le sulfate d’ammonium 

est le produit le plus utilisé pour sa forte solubilité, son faible coût et son pouvoir non 

dénaturant (Laiche, 2019), les lipases précipitent à 40%.
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.21.2 I. 4. 2 Paramètres de purification 

 La concentration des protéines : les protéines sont estimées par la 

méthode de Bradford (U/mL). 

• L’activité spécifique (AS) : AS (U/mg) = Activité totale (U) / Protéines totales 

(mg) 

• Le rendement en activité (R) : R (%) = (Activité totale de l’étape de 

purification/Activité totale de l’étape initiale) x 100.   

• Le taux de purification (TP) : TP = Activité spécifique de l’étape de 

purification/Activité spécifique de l’étape initiale. 

Tableau 3 : Résultat de la semi purification de la souche Streptomyces sp. 22 dz. 

 

Les fractions 

Concentration 

des protéines 

(En U/mg) 

L’activité 

Lipasique 

total 

(mg) 

L’activité 

spécifique de 

la lipase 

( mg) 

Rendement 

(%) 

Facteur de 

purification 

L’extrait 

enzymatique 

brut 

3,4 4,5 1,3 100 1 

La fraction 

précipitée à 

40% 

2,6 7,7 2,9 11,17 2,23 

La fraction 

dialysée 

 

2,5 4,7 1,9 10,44 1,46 

  

 L’extrait brut présente une activité lipasique de 4,5 U/ml et une activité spécifique 

de 1,3 U/mg. Après la précipitation de l'extrait brut avec du sulfate d'ammonium à 40 % de 

saturation, un facteur de purification de 2,23 est obtenu, avec un rendement de 11,71 %.  
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La dialyse ultérieure a conduit à un facteur de purification de 1,46 et un rendement de 10,44 

%, cette technique permet d'améliorer la séparation de la substance d'intérêt en éliminant les 

sels de sulfate d'ammonium du milieu et les petites molécules comme le glucose (Ugur et 

al., 2014 ; Ayaz et al., 2015).  

  Après avoir effectué la précipitation et la dialyse, nous avons procédé à l'élimination 

des débris, tels que les protéines, ce qui entraîne une augmentation de la concentration de 

lipase dans notre solution. En conséquence, le rendement de l'extrait purifié est supérieur à 

celui de l'extrait brut initial. Au cours de la précipitation, nous avons observé une 

augmentation du rendement brut, due à l'ajout de sulfate d'ammonium. Par la suite, la 

solution précipitée a été soumise à une dialyse afin de se débarrasser des sels de sulfate 

d'ammonium et d'autres débris, ce qui explique la diminution du rendement de l'extrait 

dialysé par rapport à la solution précipitée.  

  Selon l'étude menée par (Ugur et al., 2014), la précipitation des lipases de 

Streptomyces avec du sulfate d'ammonium à 90 % a conduit à une quantité totale de protéines 

de 1,80 mg, une activité spécifique de 83,21 U/mg et un facteur de purification de 2,47 fois. 

De manière similaire, (Ayaz et al., 2015) ont réalisé une étude sur une souche de 

Streptomyces sp. 22 dz et ont également réalisé une purification de la lipase par sulfate 

d'ammonium à 80 %, avec un facteur de purification de 4,70 fois et une activité spécifique 

de 57,97 U/mg.  

  (Mhetras et al., 2009) ont examiné la lipase d'Aspergillus sp, ils ont réalisé une 

précipitation de la lipase brute en utilisant du sulfate d'ammonium à une saturation de 90 %. 

Avant la précipitation, la lipase brute présentait une activité totale de 1700 U/ml et une 

activité spécifique de 39,47 U/mg. Après la précipitation, la lipase a été purifiée 4,29 fois, 

atteignant une activité spécifique de 220,0 UI/mg, avec un rendement de 99,05 %.   

Nos résultats sont similaires à l’étude menée par (Ugur et al., 2014 ; Ayaz et al., 2015), qui 

ont également travaillé avec le genre Streptomyces. Ces études ont abouti à des conclusions 

similaires aux nôtres, par conséquent, nos résultats sont cohérents avec la littérature existante 

et confirment t la fiabilité de notre approche de purification. 

 

.22 I. 5 Effet de la température sur l’activité et la stabilité de l’enzyme 

   Les données présentées dans la figure 8 montrent de manière évidente que la souche 

a atteint sa production maximale de lipase à une température d'incubation de 40°C après 180 
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minutes. Des températures inférieures à 40°C ont été associées à une légère diminution de la 

production enzymatique, par conséquent on note une diminution à des températures élevées.   

    L'optimisation de la température est essentielle pour favoriser la sécrétion des 

enzymes lors des fermentations en bioréacteur agité, car une concentration plus élevée de 

biomasse de lipase a été constatée à une température de 37 °C (Bharathi et al., 2019). Des 

études ont démontré qu'une légère augmentation de la température jusqu'à 38 °C stimule la 

production de lipases. En revanche, une température plus basse entraîne une diminution de 

la production de lipase, tandis qu'une température plus élevée a également un impact sur la 

fonction des enzymes (De Souza et al., 2019).  

 

Figure 8 : Effet de la température sur l'enzyme. 

.23 I. 6 Mesure de la thermostabilité 

   Les résultats mentionnés sur  la (Figure 9) montrent que l’enzyme a gardé la moitié 

de son activité pendant 40 premières minutes à 40° et 50°C et une activité moyenne à 60°C, 

on observe également que l’activité diminue fortement au bout de la 1ère heure et durant les 

5 heures suivantes, l’activité ne cesse de diminuer petit à petit, (Akmoussi, 2020) a ajouté 2 

mM de CaCL2 et ses résultats ont démontré que l’enzyme a gardé son activité à 50% après 

9 heures d’incubation à 60°, alors qu’en absence de CaCL2 son enzyme a gardé 50% de son 

activité que 7h après l’incubation, il a été observé que le CaCL2 améliore de temps de demi-

vie et la thermostabilité de l’enzyme. 

 La température peut avoir un impact négatif en modifiant les propriétés physiques de 

la membrane cellulaire, ce qui à son tour peut influencer la sécrétion des enzymes 
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extracellulaires (Veerapagu et al., 2013). Les activités biochimiques de divers 

microorganismes sont considérablement influencées par la température d'incubation 

(Moreira et al., 2002).  

 

Figure 9 : étude de la thermo stabilité de l'enzyme. 

 

.24 I. 7 Effet du pH sur la stabilité de la lipase 

   Pour le test de stabilité du pH, la préparation enzymatique a été pré-incubée dans 

différents tampons de pH allant de 3,0 à 9,0 pendant 6,0 heures. Ensuite, l'activité restante a 

été déterminée toutes les heures, comme décrit précédemment. Les activités lipasiques ont 

été déterminées et les résultats obtenus sont montrés sur la (figure 10).  

   On note que la lipase semble être instable à pH 3 et 4 avec une activité moyenne 

allant de 3 à 5, et est pratiquement stable à des pH allant de 5 à 7 avec une très faible activité. 

La lipase atteint son activité maximale à des pH alcalins de 8 et 9, on déduit alors que la 

lipase d’actinobactérie est hautement active et stable dans une gamme de PH (8 à 9) après 

6h d'incubation. L'activité de l'enzyme et la structure de la protéine sont impactées par les 

changements de pH, tandis que la stabilité de la lipase à différents pH dépend principalement 

de la stabilité de sa structure secondaire. (Dueramae et al.,2017).  

   En général, les lipases bactériennes ont un pH alcalin ou neutre. Des chercheurs ont 

prouvé une augmentation de la production de lipase par les cellules bactériennes et de levure 

dans des conditions de pH alcalin et neutre (Bharathi et al., 2019). En revanche, la 

production de lipase fongique était plus élevée à un pH acide. Des chercheurs ont constaté 
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une augmentation de la production ainsi que de l'activité de la lipase à un pH de 4 dans le 

milieu réactionnel (De Souza et al., 2019).  

 

Figure 10 : effet du pH sur la stabilité de l'enzyme. 

.25 I. 7 Effet des solvants organique sur la lipase 

 Les résultats d’effet des solvants organiques sur l’activité sont rapportés sur (la figure 

11). L’activité est stimulée dans certains solvants organiques hydrophiles, tels que le métha-

nol et le Petroleum. Après une période d'incubation de 72 heures, l'activité de l'enzyme con-

tinue d’augmenter par rapport à l'état initial. Cependant, les résultats de cette étude montrent 

aussi que la présence de certains solvants organiques tel que l’Acétonitrile, le Glycérol, le 

Formaldéhyde ont un impact négatif sur l’activité.  

 Une dénaturation et une inactivation facile de nombreux enzymes peuvent être en-

traînées par la présence de solvants organiques. Ainsi, des stratégies telles que l'ingénierie 

des protéines, l'immobilisation, la modification et l'emprisonnement ont été développées 

pour stabiliser les enzymes dans des environnements contenant des solvants organiques 

(Adlercreutz, 2013 ; Badillo et al., 2015). 

Une enquête bibliographique a révélé que les enzymes extracellulaires sécrétées par des 

microorganismes tolérants aux solvants organiques pour leur croissance sont stables en 

présence de solvants organiques (Rahman et al., 2005). 
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Dans le but d'évaluer l'impact des solvants organiques sur l'activité et la stabilité de la lipase 

semi-purifiée, une étude a été entreprise. Cette étude consistait à mesurer l'activité résiduelle 

de l'enzyme après une incubation de 72 heures à 37 °C dans des solvants organiques à une 

concentration de 50% (v/v). 

 

Figure 11 : Effet des solvants organique sur l'activité lipasique. 

 

.26 I. 8 Effet des ions métalliques sur l’activité enzymatique 

   Ces résultats indiquent que l’enzyme a besoin de potassium, zinc à une concentration 

de 10mM, et du plomb à une concentration de 20mM pour une activité optimale, ces résultats 

indiquent également que cette enzyme a besoin des ions de fer, du calcium et du magnésium 

à des concentrations de 10 mM pour une activité moyenne. De nombreuses lipases ont 

montré des activités accrues en présence de Calcium et du Magnésium (Li et al., 2014).  Le 

Cobalt, le Manganèse et l’Azote entravant la stabilité de la lipase et on constate que l’activité 

est modérément inhibée.  

   Ces résultats indiquent que l’enzyme a besoin de potassium, zinc à une concentration 

de 10mM, et du plomb à une concentration de 20mM pour une stabilité d’activité optimale, 

ces résultats indiquent également que cette enzyme a besoin d’ions de fer, du calcium et du 

magnésium à des concentrations de 10 mM pour une activité moyenne (figure 12).   
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Figure 12 : Effet des ions métalliques sur l'activité lipasique. 

   De nombreuses lipases ont montrés des activités accrues en présence de Calcium et 

du Magnésium (Li et al., 2014).  Le Cobalt, le Manganèse et l’Azote entravent la stabilité 

de la lipase et on constate que l’activité est modérément inhibée. 

Les ions métalliques ont tendance à former des complexes avec les acides gras 

ionisés, ce qui entraîne des changements de solubilité et de comportement à l'interface. La 

libération des acides gras dans le milieu joue un rôle crucial dans la vitesse de réaction et 

peut être influencée par la présence d'ions métalliques. Toutefois, les effets spécifiques des 

ions métalliques dépendent de la lipase en question. Il est plus facile d'étudier directement 

les effets des ions métalliques sur l'activité enzymatique en utilisant des lipases bactériennes 

que la lipase pancréatique, qui nécessite la présence d'une protéine cofacteur (Hasan et al., 

2009).  

.27 I. 9 Effet des détergents et des inhibiteurs sur l’activité lipasique 

   Les lipases peuvent être catégorisées en fonction de leur sensibilité à différents 

inhibiteurs. Les effets inhibiteurs associés à divers composés testés sont répertoriés dans la 

Figure 13.   

L’activité lipasique est modérément inhibée par l’EDTA (qui a agit comme un agent 

inhibiteur dans cette expérience) et l’H2O2, (qui est un agent oxydant inhibiteur), cela a 

provoqué une diminution de l’activité lipasique. On observe qu’en présence de Tween 80 
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l’activité est moyennement élevée. La lipase est parfaitement résistante en présence de SDS 

et du TritonX100.   

Les détergents ont un fort impact sur la physico-chimie des interfaces lipides-eau soit en 

diminuant la tension interfaciele et en favorisant la dispersion du substrat sous forme 

d'émulsions huile-dans-eau, soit en formant des micelles mixtes (Delorme et al., 2011). 

C’est le cas du SDS et du TritonX100 qui intensifient l’activité enzymatique (Pocalyko et 

al., 1998 ; Li et al., Li et al., 2005). 

 

Figure 13 : Effet des inhibiteurs sur l'activité lipasique. 
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Conclusion et perspective 

   Notre étude est réalisée dans le but de faire une semi purification ainsi qu’une 

caractérisation de lipases d’actinobactérie, la comparaison de nos résultats avec les données 

de littérature scientifique a révélé que la souche a atteint sa production maximale de lipase 

après 180 minutes d'incubation à une température de 40°C. Durant les 40 premières minutes 

à 40°C et 50°C, elle a conservé la moitié de son activité, tandis qu'elle a présenté une activité 

moyenne à 60°C. Au fil de la première heure, l'activité a continué de diminuer tout au long 

des 5 heures. Les résultats de la semi-purification de la lipase ont également mis en évidence 

que l'extrait brut initial présentait une activité lipasique de 4,5 U/ml et une activité spécifique 

de 1,3 U/mg. Suite à la précipitation avec du sulfate d'ammonium à une saturation de 40%, 

un facteur de purification de 2,23 a été obtenu avec un rendement de 11,71%. Par la suite, 

une dialyse a été réalisée, conduisant à un facteur de purification de 1,46 et un rendement de 

10,44%. Cette méthode de purification permet d'améliorer la séparation en éliminant les sels 

de sulfate d'ammonium présents dans le milieu. Il est important de noter que la précipitation 

effectuée à une saturation de 70% a permis de précipiter des protéines qui ne produisent pas 

de lipase, c'est pourquoi cette fraction n'a pas été utilisée lors de la dialyse.  

   La précipitation et la dialyse permettent d'éliminer les débris, notamment les 

protéines, ce qui entraîne une augmentation de la concentration de lipase dans la solution 

purifiée. Par conséquent, le rendement de l'extrait purifié est supérieur à celui de l'extrait 

brut initial. 

L'ajout de sulfate d'ammonium pendant la précipitation contribue à augmenter le rendement 

brut. Ensuite, la solution précipitée est soumise à une dialyse afin d'éliminer les sels de 

sulfate d'ammonium et autres débris, ce qui explique la diminution du rendement de l'extrait 

dialysé par rapport à la solution précipitée.  

Les lipases ont démontré une stabilité et une activité optimale dans une plage de pH alcalin 

allant de 8 à 9, sur une durée de 6 heures. Elle a également conservé une activité moyenne à 

des pH acides de 3 et 4. Cependant, elle s'est révélée instable avec une activité très faible 

dans des pH compris entre 5 et 7.  

Par contre, certains ions métalliques, comme le cobalt, a stimulé son activité, tandis que 

d'autres, comme le fer, l'ont inhibée.  

En ce qui concerne les surfactants, certains ont stimulé l'activité de notre enzyme, notamment 

le SDS, tandis que d'autres, comme l'EDTA, l'ont inhibée.  
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L'incubation de notre enzyme pendant 72 heures dans différents solvants organiques a 

montré un effet stimulant dans certains solvants hydrophiles, tels que le méthanol. 

Cependant, la présence de certains solvants organiques a eu un impact négatif sur l'activité 

de notre enzyme, l'inhibant complètement.  

En prescriptives, il serait intéressant d’approfondir l’étude par :  

- Une purification en utilisant des méthodes chromatographiques couplées à un système de 

séparation en phases aqueuses, ce procédé est compatible avec d’éventuelle applications 

industrielles.  

- Réaliser une caractérisation complète en déterminant le point isoélectrique, la masse 

moléculaire, le zymogramme, les paramètres cinétiques ainsi que la séquence N terminal. 

- Pour une meilleure activité, il est recommandé de travailler dans des conditions spécifiques 

de facteurs physico chimiques suivants : une plage de température comprise entre 37 et 40°C, 

à des ph alcalins. 

-Pour une amélioration de la production enzymatique il est conseillé de réaliser des plans 

statistiques.  
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Annexe 1 

Matériel utilisé   

1. Appareillages 

3. Balance (SARTORIUS VWR124).   

4. Bain Marie (GFL 1003 – Gemini). 

5. Centrifugeuse (ROTINA 380 R). 

6. pH-mètre (BANTE).  

7. Spectrophotomètre (RAYLEIGH UV 1800).  

8. Plaque chauffante agitatrice (VELP SCientifica, Trade Raypa).  

9. Vortex (TOP-MIX 94323).  

10. Shaker (S1500 incubator). 

2. Verrerie  

 Tubes à essai. 

 Pipette Pasteur. 

 Eprouvettes, falcons, bécher, pipettes  

Annexe 2  

1. Préparation de la solution substrat  

Dans un bécher d’un litre, on porte à l’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’à ce que la solution 

soit clarifiée.   

L’émulsion d’huile d’olive est préparée par l’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 
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et Méthodes 21 s’arrêtant 30 secondes entre deux agitations successives pour éviter 

l’échauffement de l’émulsion (Cardenas,2001 ; Sefha ,2011).  

2. Milieu liquide pour la production de lipase  

KH 2 PO4.......................0.4g  

K 2HPO4........................0,1g  

MgSO4..........................0.2g  

CaCL2...........................0.002g  

NH4NO3..........................0.5g  

Eau distillé........................1L  

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

Annexe3:  

Colonne1 24h  48h  72h  

benzene  1,33  1,33  1,33 

Butanol  0  0  0 

Tuleoum  2,66  1,33  0 

Xyléne  4  4  2,66 

formaldhd  0  0  0 

Propanol 0 0 0 

Mercaptoeth 0 0 0 

Acétone 0 0 0 

di-ethlethr 10,66 4 0 

Glycerol 0 0 0 

Petroleum 0 1,33 2,66 

Acétonitril 0 0 0 

Methanol 4 10,66 16 



 

 

Résume 

 

L'objectif de notre étude était de réaliser la semi-purification et la caractérisation des lipases 

produites par la souche Streptomyces sp. 22 dz. L'activité lipasique a été mesurée par 

méthode titrimétrique. Pour la semi-purification de la lipase, la précipitation avec du sulfate 

d'ammonium a été utilisée, suivie d'une étape de dialyse. Ces étapes ont permis l'élimination 

des débris et l'augmentation de la concentration de lipase dans la préparation enzymatique. 

Une activité maximale de 7.7 U/ml a été détectée. Il a été constaté que l'activité optimale 

des lipases était atteinte à une température de 40°C et à un pH alcalin compris entre 8 et 9. 

Des effets ont également été observés sur son activité en présence de certains ions 

métalliques, tandis que certains surfactants la stimulaient. Des effets variables ont été 

constatés sur l'activité de la lipase lors de son incubation dans différents solvants organiques.  

Mots clé : Lipase, actinobactéries, méthode de dosage, semi purification  

 

Abstract :   

The aim of our study was to semi-purify and characterize lipases produced by the 

Streptomyces sp. 22 dz. Lipase activity was measured using a titrimetric method. For the 

semi-purification of the lipase, precipitation with ammonium sulfate was employed, 

followed by a dialysis step. These steps allowed for the removal of debris and an increase in 

the concentration of lipase in the enzymatic preparation. A maximum activity of 7.7 U/ml 

was detected. It was observed that the optimal activity of the lipases was achieved at a 

temperature of 40°C and an alkaline pH between 8 and 9. Effects on its activity were also 

noted in the presence of certain metal ions, while some surfactants stimulated it. Variable 

effects on lipase activity were observed during incubation in different organic solvents. 

Keywords: Lipase, actinobacteria, titration method, semi-purification 


