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Résumeé de la thése

L'intérét des lipases microbiennes pour des applications biotechnologiques a pris un essor fulgurant ces
demiéres années. Par conséquent, l'industrie nécessite de nouvelles enzymes qui répondent aux critéres
d'utilisation, notamment au niveau de la thermostabilité.

Dans le but de contribuer a I’isolement des lipases thermostables, un screening de souches microbiennes
provenant de sources variées a été réalisé. Les trois souches sélectionnées pour leur potentiel de production
de lipases ont été identifiées par des techniques moléculaires comme étant Trichosporon coremiiforme,
Aspergillus flavus et Bacillus pumilus. Les résultats de dosage ont révélé que les trois souches produisent
des lipases thermostables et non inductibles en présentant une activité lipasique trés élevée (plus de 16
U/mL). La mise au point du protocole classique de dosage de I’activité lipasique nous a permis d’améliorer
le rendement de celui-ci et les résultats obtenues ont été par la suite confirmés en utilisant I'IRTF et la RMN.
Ceci nous a également permis de dévoiler la régiosélectivité de la lipase de Bacillus pumilus.

Les trois enzymes isolées ont été purifiées et I’électrophorése sur gel de polyacrylamide dans les conditions
dénaturantes, nous ont permis de révélé une masse moléculaire de 65 KDa, 55 KDa et 27 KDa
respectivement pour les lipases de 1. coremiiforme, A. flavus et B. pumilus. Celles-ci ont présenté
respectivement une activité spécifique finale de 1800 U/mg, 4300 U/mg et 2100 U/mg sur une émulsion
d’huile d’olive comme substrat. La caractérisation biochimique des trois enzymes a montré leur résistance a
des conditions extrémes de pH et de température. Elles mientiennent 100% de leur activité aprés incubation
pendant 30 min a 70°C. En outre, 60% de cette activité a été consérvée a 100°C pendant 5 min dans le cas B.
pumilus. Ces enzymes restent stables dans un intervalle de pH variant de 4 a 12 dans le cas de T.
coremiiforme, A. flavus et de 3 a 7 dans le cas de B. pumilus. Les trois lipases ont gardé leur stabilité¢ méme
en présence de concentrations élevées en détergeant (NaDC). Les sels de calcium ont montré a leur tour une
action stimulante de I’activité lipasique d’A. flavus et B. pumilus. Les trois lipases ont présenté le
phénomeéne d'activation interfaciale.

Le séquencage de la partie N-terminale de deux lipases a été réalisé et I’alignement des séquences obtenus a
révélé 100% homologie avec les lipases d’A. oryzae RIB40 et A. flavus NRRL3357 dans le cas d’4. flavus
et de 100% avec les lipases de B. subtilus dans le cas de B. pumilus. Une modélisation moléculaire des
structures 3-D des deux lipases a été également effectuée et les résultats nous ont permis de montrer que ces
deux lipases tolérent 1’accumulation des acides gras a longues chaines a I'interface lipide/eau.

Ces résultats attestent que ces nouvelles lipases présentent des propriétés biochimiques attrayantes pour
diverses applications industrielles.

Mots clés : lipase microbienne, thermostabilité, purification des protéines, séquengage, modélisation
moléculaire.
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