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Les lactones sont des composés aromatiques présents dans une grande variété d’aliments et de boissons. Leur extraction a
partir de produits naturels est trés couteuse et leur obtention par syntheése chimique répond de moins en moins aux demandes
des consommateurs. Une solution alternative s’est imposée : la production de lactones par voie biotechnologique. Il est
possible d’utiliser des cellules microbiennes et des enzymes pour biotransformer ou bioconvertir des acides gras en lactones.
Différentes études et des brevets ont été réalisés sur ce sujet. Dans la majorité des cas, ce sont des levures qui constituent
I’agent biologique utilisé. Les principales lactones concernées sont les y- et 0-décalactones, y-octalactone et y-dodécalactone.
Cet article décrit les lactones et leur production par des levures, une attention particuliere sera consacrée a la y-décalactone.
Mots-clés. Production, lactones, levures, acyl-CoA oxydase.

Production of aroma lactones by yeasts. Lactones are widely distributed in foods and beverages as aroma compounds.
Their extraction from natural products is very expensive. Most of them can also be obtained in a chemical way, which is not
well perceived by consumers. As an alternative, biotechnology proposes to use whole cells or enzymes to produce lactones
by biotransformation or bioconversion of fatty acids. Different studies and patents have been conducted on that matter. In
most cases, yeasts are the biological agent used. The main concerned lactones are y- and d-decalactones, y-octalactone and
v-dodecalactone. This article describes lactones and their production by yeasts; particular attention will be devoted to the

v-decalactone.
Keywords. Production, lactones, yeasts, acyl-CoA oxidase.

1. INTRODUCTION

Les ardmes de type lactone sont des molécules tres
intéressantes pour 1’industrie alimentaire grice a leur
caractere généralement fruité trés prononcé. Ils sont
largement présents dans une grande variété d’aliments
et de boissons. Le beurre, par exemple, renferme
26 lactones différentes. Certains fruits comme la péche,
I’abricot, la papaye, la fraise renferment une dizaine de
lactones (Dufossé et al., 1994). Elles sont également
présentes dans différentes boissons comme le thé, le
café et le vin (Maga, 1976).

Les lactones sont des esters particuliers comportant
un cycle bi-oxygéné, résultant de la cyclisation ou
lactonisation d’acides hydroxylés. Les y- ou 0-lactones
représentent les deux structures les plus fréquemment
identifiées. Elles sont respectivement aussi appelées
4-olides et 5-olides et résultent de la cyclisation des
acides hydroxylés en position 4 ou 5. Les lactones
dont le nombre d’atomes de carbone est compris entre
4 (butyrolactone) et 12 (dodécalactone) (Tableau 1)

sont des composés volatiles. La diversité des lactones
est liée aux substituants présents sur les cycles et
sur la chaine latérale, au nombre de doubles liaisons
et a la configuration spatiale des molécules (formes
énantiomériques R et S).

La production microbienne de lactones implique la
biotransformation d’acides gras. Parmi ceux-ci, I’acide
ricinoléique est le plus abondant et le plus facilement
disponible, car il représente autour de 90 % de I’huile
de ricin. La biotransformation d’acide ricinoléique,
d’huile de ricin ou de ricinoléate de méthyle menent a
la formation de y-décalactone.

Cet article traite de la production de lactones par
des levures, particulierement la y-décalactone.

2. PROPRIETES SENSORIELLES DES
LACTONES

D’un point de vue organoleptique, les lactones se
caractérisent par une odeur généralement plaisante,
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Tableau 1. y- et 0-lactones saturées et leurs propriétés sensorielles — Saturated y- and 8-lactones and their sensory properties

(Dufossé et al., 1994).

Nom du composé Structure

Odeur ou saveur

y-butyrolactone C,H O,

v-pentalactone C.H,O,

v-hexalactone C H, O

6771072

v-heptalactone C_H, O

71272

y-octalactone CH O

8771472

y-nonalactone CH, O,

v-décalactone C. H O

10771872

v-undécalactone C, \H, O,

v-dodécalactone C _H, O

12772272

0-octalactone CH 0,

0-nonalactone C;H, O,

O-décalactoneC, H O

10771872

d-undécalactoneC, H O

11772072

bbb} bbb

Beurre

Graisse, herbacée

Herbacée forte

Caramel, noisette

Noix de coco, fruitée

Noix de coco, anis

Péche, abricot

Péche, fruité

Péche, beurre, muscade

Noix de coco, animal

Lait, huile, beurre

Péche, crémeux

Frais, fruitée

fruitée. Les caractéristiques aromatiques des lactones
sont influencées par la forme du cycle, la longueur de
la chaine latérale, la présence de doubles liaisons, la
présence de substituants sur le cycle ou sur la chaine
(Dufossé et al., 1994). Les y-lactones ont un pouvoir
aromatisant plus élevé que les d-lactones, par exemple :
dans I’eau, les seuils de perception de la y-octalactone
et de la y-décalactone sont respectivement 50 et
9 fois plus faibles que ceux de la §-octalactone et de
la O-décalactone (Engel et al., 1988). Le tableau 1
présente les y- et O-lactones et leurs flaveurs.

Les concentrations en lactones dans les aliments
sont faibles, mais leur potentiel aromatique est €levé.
A titre d’exemple, la concentration de la y-décalactone

dans la péche a maturité peut atteindre 650 ppb, tandis
que son seuil de perception gustatif est de 88 ppb dans
ce fruit (Maga, 1976).

3. PRODUCTION DE LACTONES PAR DES
LEVURES

3.1. Production de lactones a partir d’acides
hydroxylés

La possibilit¢ de produire des lactones par
biotransformation d’acides gras a été découverte par
Okui et al. (1963a; 1963b). Ils ont montré que la
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levure Candida tropicalis dégrade 1’acide ricinoléique
en acides en C16, C14, C12, y-décalactone et acide
2-hydroxy-octanoique.

Depuis cette observation, les biotechnologues ont
consacré leurs efforts a I'utilisation des souches de
levures capables de produire des quantités élevées
de lactones (Page et al., 1989 ; Cabella et al., 1991 ;
Cheetham et al., 1993 ; Spinnler et al., 1994 ; Gatfield
etal., 1995 ; Ambid et al., 1999 ; Farbood et al., 1999 ;
Rabenhorst et al., 2000).

3.2. Production de y-décalactone

Le cas le plus exploit¢ a 1’échelle industrielle est
la biotransformation de I’acide ricinoléique en
v-décalactone. L'utilisation du génie microbiologique
pour produire la <y-décalactone présente deux
avantages : diminuer le prix a environ 100 € par kg
(12 000 $ par kg en 1986) et permettre une production
annuelle de plusieurs tonnes (Gatfield, 1999).

La levure Sporidiobolus  salmonicolor est
connue depuis 1972 pour sa capacité a produire
la +y-décalactone (Tahara et al., 1972; 1973). La
production a été optimisée en utilisant de I’huile de
ricin comme substrat (Lee et al., 1994) et en travaillant
en fermentation fed-batch (Lee et al., 1995). Plus
récemment, 1’ajout de I’agent réducteur (dithiothréitol)
a encore amélioré la production de y-décalactone par
Spridiobolus ruinenii en utilisant 1’acide ricinoléique
comme substrat. La production de 7y-décalactone en
présence de 1 gI' de dithiothréitol (220 mg-l") est
quatre fois plus importante que pour le témoin (Wang
et al., 2000).

Différentes souches de Yarrowia lipolytica sont
aussi tres efficaces pour la production de y-décalactone,
la concentration en lactone pouvant atteindre 12,3 g-1"!
(Rabenhorst et al., 2002). D’autres micro-organismes
réalisent la méme réaction mais avec des rendements
beaucoup plus faibles comme Monilia fructicola (Wink
et al., 1988), Sporobolomyces odorus et Rhodotorula
glutinis (Cheetam et al., 1988), Aspergillus niger,
Pichia etchellsii ou Cladosporium sauveolens (Cardillo
et al., 1989). Les quantités obtenues par ces micro-
organismes sont inférieures au g-1"'.

L’acidification a un pH bas et le chauffage sont des
étapes nécessaires pour déplacer 1’équilibre qui existe
entre la forme ouverte (I’acide 4-hydroxydécanoique)
et la forme cyclisée et pour avoir une lactonisation
complete (Spinnler et al., 1994 ; Dufossé et al., 1998).

3.3. Production de y-décalactone par
immobilisation de cellules

L’optimisation de la production de y-décalactone par
S. salmonicolor a donné lieu a plusieurs études et a
conduit a la mise au point d’un procédé utilisant des
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cellules immobilisées (Lee et al., 1998). L’utilisation
de cellules immobilisées au sein d’une matrice dans
un tel procédé pose théoriquement des problemes de
transfert de matiere (substrat, oxygene, métabolites),
toutefois cette stratégie permet de protéger les cellules
et dans certains cas d’augmenter la production de
v-décalactone. L’immobilisation des cellules par
inclusion est la méthode la plus répandue. Le principe
de I’inclusion est de retenir les cellules dans la matrice
d’un polymere ou dans des microcapsules. L’alginate
de calcium est le polymere le plus fréquemment utilisé
pour I’immobilisation par inclusion non seulement
grace a ses propriétés de gélification, mais aussi pour
sa non-toxicité. Dans cette étude, 1’utilisation des
cellules immobilisées dans [’alginate de sodium a
permis d’améliorer la production de y-décalactone
(131,8 mg-I"") par rapport a la production par des
cellules libres (107,5 mg-1").

D’autres polymeres ont été testés pour immobiliser
les levures comme le w-carrageenan, le chitosan,
I’agarose, mais avec moins de succes (Lee et al.,
1998). Les hautes températures pendant la gélification
du x-carrageenan, de 1’agarose et la toxicité du
chitosan ont un effet négatif vis-a-vis de la levure
testée, I’immobilisation de S. salmonicolor dans ces
trois matrices s’avere inadéquate. L’immobilisation
des cellules par I’alginate de calcium a amélioré la
production de y-décalactone par comparaison avec les
cellules libres (Lee et al., 1998). Lee et al. (1999) ont
montré I’incidence de différents parametres comme le
temps de préculture, le pH du milieu et la concentration
en alginate sur le niveau de production de y-décalactone
par des cellules de S.salmonicolor immobilisées.
Ils ont observé que le temps de préculture et la
concentration en alginate n’affectent pas la production
de y-décalactone. Cependant, I'utilisation des cellules
immobilisées a montré une meilleure tolérance aux
perturbations du pH. Les résultats obtenus montrent
que la production de y-décalactone, en utilisant des
cellules immobilisées dans un milieu ajusté a différents
pH, se situe entre 75 et 114,7 mg-1"! aprés quatre jours
de culture.

4. LES FACTEURS INFLUENCANT LA
PRODUCTION DE LACTONES

Les facteurs influencant la production de lactones
sont principalement la souche microbienne utilisée,
la température, le pH, la composition du milieu et la
technologie de fermentation employée. Dufossé et al.
(1998) ont étudié différentes souches de Sporidiobolus
et ont montré que :
— S.salmonicolor consomme peu de substrat pré-
curseur et semble orienter son métabolisme vers la
production de y-décalactone,
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— S. ruineniiconsomme ’acide gras précurseur, produit
la yy-décalactone et I’acide 4-hydroxydécanoique,

— §. johnsonii consomme I’acide gras précurseur, mais
avec une production de y-décalactone tres faible,

— S. pararoseus consomme |’acide gras précurseur,
mais ne produit pas de yy-décalactone.

Les conditions de culture influencent fortement
la production de lactones et plus particulierement,
le pH et la température (Lee et al., 1992 ; Alchihab
et al., 2009). Ces auteurs ont montré pour plusieurs
levures que la culture & un pH ou a une température
défavorables limite 1’accessibilité au substrat carboné,
diminue la croissance cellulaire et la production de
la lactone. Ainsi, la production de y-décalactone par
la levure psychrophile Rhodotorula aurantiaca se
caractérise par une production optimale a 12 °C et a
un pH de 6,8 (Alchihab et al., 2009). La production
optimale de y-décalactone par Y. lipolytica se fait a
27 °C et a un pH maintenu a 6 (Waché et al., 2000 ;
Escamilla Garcia et al., 2007a).

Les milieux de production de lactone contiennent
généralement des sels minéraux (KH,PO,, MgSO,,
FeSO,,CaCl) (Feronetal., 1996). En plus de ces divers
éléments, des surfactants (principalement le Tween 80)
(Souchon et al., 1998 ; Waché et al., 2000 ; Aguedo
et al., 2004 ; Gomes et al., 2007) ou des acides aminés
(Lee et al., 1998) sont utilisés dans la production de
lactones.

La source de carbone et sa concentration influencent
fortement la production de lactones. La plupart des
processus microbiologiques emploient 1’huile de
ricin, le ricinoléate de méthyle ou 1’acide ricinoléique
(principal acide gras de I’huile de ricin) pour la
production de lactones.

L’ajout de divers acides gras constitutifs de 1’huile
de ricin, I’acide palmitique, stéarique, oléique ou
linoléique, réduit la production de y-décalactone par
Sporobolomyces odorus. Par contre, 1’ajout de I’acide
ricinoléique au milieu augmente la production (Lin
et al., 1996). Endrizzi et al. (1993) observent que la
levure Pichia guilliermondii produit de lay-décalactone
dans un milieu de culture contenant du ricinoléate de
méthyle et pas dans un milieu contenant de 1’oléate
ou du linoléate de méthyle. Okamoto et al. (2002) ont
mis en évidence que pendant la culture de Piptoporus
soloniensis en présence des acides 12-hydroxystéarique
et ricinoléique, cette levure oriente son métabolisme
vers la production de <y-décalactone, alors qu’en
présence d’acide palmitique, stéarique, oléique, elle
I’oriente vers la production de vy-octalactone. Ils
pensent que la présence du groupement hydroxyle
sur la position 12 des acides 12-hydroxystéarique et
ricinoléique, augmente la production de y-décalactone.

Diverses études ont montré que la source de
carbone utilisée et sa concentration constituent le
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facteur limitant dans la production de lactones. Selon
Alchihab et al. (2009), la production de y-décalactone
par Rhodotorula aurantiaca n’est pas proportionnelle
a la concentration en huile de ricin. Il en est de
méme pour la production de cette lactone par Pichia
guilliermondii a partir de ricinoléate de méthyle
(Endrizzi et al., 1993). Lin et al. (1996) ont observé
que l’augmentation de la concentration en acide
ricinoléique diminue la croissance et la production
de la lactone par Sporobolomyces odorus. Cette
diminution est attribuée a une diminution de la viabilité
cellulaire dans le milieu. D’autres résultats indiquent
une production de y-décalactone proportionnelle a la
concentration de I’acide ricinoléique ajouté (Dufossé
et al., 1998).

Pour éviter I’inhibition initiale de la levure par
une forte concentration de substrat, la technologie du
fed-batch (Lee et al., 1999) et 'immobilisation des
cellules par inclusion (Lee et al., 1998) semblent &étre
des stratégies adéquates.

Dans les procédés aérobies de culture des micro-
organismes, I’oxygene est le co-substrat indispensable.
Mais les conditions de transfert d’oxygene dépendent
de plusieurs facteurs comme la température, la
pression, la composition du milieu de culture, le débit
d’air, la viscosité du milieu, 1’aération, la vitesse
d’agitation et la configuration du réacteur (Puthli et al.,
2005). En milieu émulsionné, il faut aussi prendre en
compte que 1’oxygene est plus soluble dans la phase
organique que dans I’eau (Gomes et al., 2007). D’autre
part, I’oxygene intervient dans la régénération des
cofacteurs de la P-oxydation peroxysomale tel que le
NAD" qui conduit a la production des ardbmes (Aguedo
et al., 2005 ; Gomes et al., 2007). Selon Aguedo et al.
(2005), I'augmentation du K a de 26 a 123 par h (par
augmentation de 1’aération et de I’agitation) empéche
I’épuisement de I’oxygeéne pendant la production
de vy-décalactone par Y.lipolytica et améliore la
production de 3-hydroxy-y-décalactone, de déc-2-
én-4-olide et de déc-3-én-4-olide. Par contre, une
nouvelle augmentation jusqu’a 162 par h diminue la
concentration en lactones.

Escamillla Garcia et al. (2007a) ont observé en
modifiant le pH et I’aération que 1’accumulation de
3-hydroxy-y-décalactone est fortement dépendante des
conditions environnementales, mais aucune corrélation
directe n’a été observée entre I’accumulation de cette
lactone et le K a. En raison de la position centrale
de la 3-hydroxy-y-décalactone dans la voie de la
production des lactones, I’effet de diverses conditions
environnementales (I’aération, le pH, la concentration
en substrat et en oxygene dissous) sur sa production
a été étudié (Escamilla Garcia et al., 2009). Il a
été observé une accumulation importante a faible
aération,a pH 3 et 4,5 et a 15 g-1"' du substrat. Puisque
I’oxygene joue un rdle important, son effet a été évalué
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en testant différentes concentrations et au pH qui était
le plus favorable au métabolisme (4.5) : la meilleure
production a été obtenue a 5 % et a 30 % d’oxygene.

5. VOIE METABOLIQUE IMPLIQUEE DANS
LA BIOTRANSFORMATION DE I’ACIDE
RICINOLEIQUE EN y-DECALACTONE

La [3-oxydation peroxysomale est la voie de dégradation
principale des acides gras chez les levures (Pagot et al.,
1996). L’acide ricinoléique, préalablement activé
en acyl-CoA, subit plusieurs cycles de [-oxydation
(Figure 1). Chaque cycle comprend quatre étapes
principales : une déshydrogénation, une hydratation,

}\‘ CH,COO0O-SCoA

OH 0]

W\/W)LO-SCOA

CH,COO-SCoA
OH 0

\/\/\/j\/_—_—\/u\o_sco A

CH,COO-SCoA
o)

/\N\I/\)‘\O-SCOA

. OH

L
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une deuxieme déshydrogénation et enfin une rupture
de liaison entre les carbones a et 3, ce qui meéne a la
formation de 1’acide 4-hydroxydécanoique. Cet acide
se transforme en y-décalactone par cyclisation (Okui
et al., 1963b).

Les acyl-CoA oxydases, qui catalysent la premiere
étape de la B-oxydation peroxysomale, jouent un role
important dans la dégradation des acides gras et dans
la production de lactones chez la levure (Nicaud et al.,
1998). Des études génétiques réalisées chez les levures
ont mis en évidence plusieurs génes codant pour des
acyl-CoA oxydases. Chez Saccharomyces cerevisiae,
un seul géne (poxI) a été isolé (Dmochowska et al.,
1990). En revanche, chez Candida maltosa, deux génes
codant pour I’acyl-CoA oxydase (pox2 et pox4) ont été

acide ricinoléique

12-hydroxy-9-octadécénoyl-CoA ou Ricinoléyl-CoA

10-hydroxy-7-hexadécénoyl-CoA (C16)

8-hydroxy-5-tétradécénoyl-CoA (C14)

6-hydroxy-3-dodédécénoyl-CoA (C12)

4"\/\/\/[—\/Qo

O
v-décalactone

Figure 1. La (3-oxydation de I’acide ricinoléique et la formation de y-décalactone par la levure Candida — [3-oxidation of
ricinoleic acid and y-decalactone synthesis by the yeast Candida (Okui et al. 1963b).
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mis en évidence (Masuda et al., 1995). Trois génes
(pox2, pox4 et pox5) ont été trouvés chez Candida
tropicalis (Okazaki et al., 1986 ; 1987 ; Murray et al.,
1987).

Chez Y. lipolytica, I’'isolement des geénes codant
pour ’acyl-CoA oxydase a été réalisé par Le Clainche
(1997). Cette équipe a pu déterminer la séquence
complete de cing genes (pox! a pox5) codant pour les
enzymes aox] a aox5. Ces séquences ont été déposées
a PEMBL avec les numéros d’accession AJO01299
a AJO01303. Un 6° gene a été identifié lors du
séquencage du génome de Y. lipolytica (Dujon et al.,
2004). Y. lipolytica a donc une famille multigénique
composée de six genes. Ces geénes présentent 63 %
d’identité entre eux et 42 % avec les génes pox d’autres
levures (Wang et al., 1999). L’étude fonctionnelle de
ces acyl-CoA oxydases chez Y. lipolytica a été réalisée
par disruption génétique. Des souches de Y. lipolytica
mono- ou multi-disruptées ont été construites.
L’activité totale de 1’acyl-CoA oxydase a été mesurée
en fonction du temps d’induction et de la longueur de
chaine du substrat. Une délétion simple n’affecte pas
la croissance des levures mais modifie le spectre de
longueur de chaine de I’activité acyl-CoA oxydase. Ils
ont démontré qu’il existe une sélectivité de longueur
de chaine pour pox2 et pox3, chaines longues et
chaines courtes respectivement. En revanche, pox5 est
active quelle que soit la longueur de la chaine (Nicaud
et al., 1998 ; Wang et al., 1998; Wang et al., 1999a ;
1999b).

250 A
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L’analyse du role des acyl-CoA oxydases dans la
biotransformation de I’acide ricinoléique en y-lactone
a été réalisée par Waché et al. (2000). Ils ont suivi la
production et la dégradation de la lactone produite par
des souches de Y. lipolytica mono- et multi-disruptées
pour les génes pox. Une souche délétée pour le géne
poxl (Apoxl) présente une activité acyl-CoA oxydase
totale supérieure et une production de y-décalactone
inférieure a la souche sauvage. Ces auteurs ont
montré que les souches mono-disruptées produisent
des niveaux de lactone similaires a ceux de la souche
sauvage (50 mg-1'), excepté la souche délétée de
pox3 (220 mg-1" en 24 h) (Figure 2). De méme, pour
les souches multi-disruptées, seule la souche Apox3
présente des vitesses de production plus élevées. La
souche Apox2 Apox3 produit environ 150 mg-1"'. La
production et la consommation de la lactone par le
triple mutant Apox2 Apox3 Apox5 sont faibles, alors
que le quadruple disruptant Apox2 Apox3 Apox4 Apox5
ne produit ni ne consomme la lactone. Ces résultats
montrent que les souches contenant la délétion pox3,
codant pour l’acyl-CoA oxydase spécifique des
chaines courtes, dégradent plus lentement 1’acide
4-hydroxydécanoique, ce qui permet a l’acide de
cycliser et de former la lactone.

La levure Y. lipolytica transforme le ricinoléate de
méthyle en y-décalactone, mais la concentration me-
surée dans le milieu est faible a cause de I’accumulation
d’autres lactones (3-hydroxy-y-décalactone, déc-2-én-
4-olide et déc-3-én-4-olide) et de la consommation de

250~ B
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0 5 10 15 20 25
Time (h)

Figure 2. Production de lactone par différentes souches de Yarrowia lipolytica — Lactone production by the various strains
of Yarrowia lipolytica.

A : souches mono-disruptées autres que Apox3: Apox2 (A), Apox5 (O) et type sauvage () — Monodisrupted strains other than Apox3:
Apox2 (A);Apox5 (O), and wild type (#) ; B : souches Apox3: Apox3 (@), Apox2 Apox3 (), Apox3 Apox5 (O) et type sauvage

(#) — Apox3 strains: Apox3 (®);Apox2 Apox3 ({));Apox3 Apox5 (O), and wild type (#) ; 1a concentration de lactone dans le milieu de
culture a été déterminée apres 1’extraction — lactone concentration was determined in the culture medium after extraction (Waché et al.
2000).
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v-décalactone. Différentes études ont été réalisées dans
le but d’améliorer la production de y-décalactone et de
diminuer sa consommation par Y. lipolytica (Waché
et al., 2001 ; 2002). Ces auteurs ont construit des
souches ne présentant pas d’activité acyl-CoA oxydase
spécifique des acides gras a courte chaine. Groguenin
et al. (2004) ont montré que I’enzyme Aox4p contribue
a la dégradation de la y-décalactone par Y. lipolytica.
Ils ont construit une souche délétée pour le gene
pox4, les résultats montrent que cette souche n’est pas
capable de dégrader la y-décalactone, elle produit dix
fois plus de y-décalactone que la souche sauvage. Une
étude factorielle plus poussée propose une évaluation
de Deffet des différents pox sur la production de
v-décalactone : I’activité de I’acyl-CoA oxydase est
corrélée avec la croissance cellulaire et ne I’est pas avec
la production de la lactone, toutefois une corrélation
inverse entre 1’activité acyl-CoA oxydase sur les acides
gras a courte chaine et I’accumulation de la lactone a
été mise en évidence (Escamilla Garcia et al., 2007b).

6. CHIRALITE DES LACTONES

Les y-lactones a 5 atomes de carbone et plus, et les
O-lactones a 6 atomes de carbone et plus posseédent au
moins un carbone asymétrique. Par conséquent, elles
peuvent exister sous les deux formes énantiomériques
R et S (Dufossé et al., 1994). Les propriétés des deux
formes énantiomériques peuvent étre tres différentes
selon la lactone.

Mosandl et al. (1989) ont étudié I’effet de la chiralité
sur les propriétés organoleptiques des lactones, sur
la note aromatique et son intensité. Ils ont synthétisé
des énantiomeres purs de y-lactones et ont montré
que les formes R des y-lactones possedent des seuils
de perception plus faibles que leurs homologues S.
Il faut savoir que la forme R de la y-décalactone est
prédominante dans la nature, ce qui permet d’ailleurs
de distinguer différentes sources du composé.

La biotransformation de 1’acide oléique en
v-décalactone et y-dodécalactone par Sporobolomyces
odorus a été étudiée par Haffner et al. (1996).
Les résultats montrent que la levure produit la
R-v-décalactone et un mélange racémique de
v-dodécalactone. Sporidiobolus salmonicolor produit
laR-y-décalactone 299 % (Dufossé etal., 1997). Tandis
que la levure psychrophile Rhodotorula aurantiaca
produit la R-y-décalactone a 99,6 % (Alchihab et al.,
2009).

7.DEGRADATION DES LACTONES

Les lactones sont généralement produites a la fin de la
phase exponentielle et au début de la phase stationnaire
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de la culture. Mais certains micro-organismes sont
capables de former des molécules aromatiques et de les
utiliser ensuite comme source de carbone, ce qui mene
aune baisse de la concentration dans le milieu. Candida
intermedia et Y. lipolytica sont capables de dégrader la
v-décalactone ainsi que I’acide 4-hydroxydécanoique
(Fuganti et al., 1993 ; Endrizzi et al., 1995).

Différentes voies métaboliques peuvent E&tre
impliquées dans la dégradation des lactones par les
micro-organismes (Fuganti et al., 1991 ; Endrizzi et al.,
1996). Lors de la biotransformation du ricinoléate de
méthyle par Y. lipolytica, la dégradation de I’acide
4-hydroxydécanoique consisterait en une oxydation
suivie d’une hydratation aboutissant a [’acide
3 4-dihydro-décanoique qui se cycliserait ensuite
en 3-hydroxy-y-décalactone. Cette derniere lactone
est le précurseur d’autres lactones. L’élimination
d’une molécule d’eau de la 3-hydroxy-y-décalactone
donnera lieu a la formation de déc-2-én-4-olide et
déc-3-én-4-olide (Figure 3) (Waché et al., 2001). Des
études réalisées sur la dégradation des lactones par des
cellules animales ont montré qu’une y-lactonase ouvre
le cycle, convertissant la lactone en 1’anion de ’acide
hydroxylé correspondant, qui peut par la suite subir
des décarboxylations successives en acétyl-CoA via la
[-oxydation peroxisomale (Adams et al., 1998). Une
autre voie de dégradation pourrait étre I’w-oxydation
de I’extrémité de la chaine carbonée latérale.

La dégradation des lactones peut dépendre des
conditions environnementales comme 1’aération,
I’agitation, le pH, le transfert d’oxygene et de ’activité
enzymatique de la souche (Waché et al., 2001 ; Aguedo
et al., 2005 ; Escamilla Garcia et al., 2007a ; 2009).

8. TOXICITE DES LACTONES

De nombreuses lactones naturelles ont une activité
biologique de type anti-microbien, anti-fongique ou
anti-inflammatoire. Les propriétés antimicrobiennes
de quelques lactones ont été rapportées, par exemple,
la 2-décéno-O-lactone a une concentration de
100 mg-1" inhibe la croissance de bactéries (Nago
et al., 1993). Endrizzi-Joran (1994) a montré, en
milieu solide contenant du glucose comme source de
carbone, que la y-décalactone inhibe la croissance de
plusieurs especes de levures incapables de produire
ce composé. Ce méme phénomene a été également
rapporté par Feron et al. (1996), auteurs selon lesquels
la concentration compatible avec une -croissance
des cellules est comprise entre 100 et 200 mg-1". La
v-décalactone est aussi toxique pour les cellules de
Sporobolomyces odorus. Des cinétiques de croissance
de la levure sur un milieu a base de vinasse contenant
50 mg-1"! ou 250 mg-1"' de lactone ont été réalisées : la
concentration de 50 mg-1"' n’affectait pas la croissance
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Figure 3. Intermédiaires potentiels de la (-oxydation du
ricinoléate de méthyle au niveau du C10 — Potential
intermediates of the f3-oxidation of methyl ricinoleate at the
CI0 level.

1 : déc-3-én-4-olide — dec-3-en-4-olide ;2 :

v-décalactone — vy-decalactone ; 3 : déc-2-én-4-olide — dec-
2-en-4-olide ; 4 : 3-hydroxy-y-décalactone — 3-hydroxy-y-
decalactone ; 5 : 3-céto-y-décalactone — 3-keto-y-decalactone ;
Les activités enzymatiques de la f-oxydation — S-oxidation
enzymatic activities : Ahy, acyl-CoA hydratase — acyl-CoA
hydratase; Hdh, 3-hydroxy-acyl-CoA

déhydrogénase — 3-hydroxy-acyl-CoA dehydrogenase ; Thi,
3-céto-acyl-CoA-thiolase — 3-keto-acyl-CoA-thiolase ; Les
enzymes de la 3-oxydation catalysent les réactions entre les esters
d’acyl-CoA. Il n’est pas connu si les esters de CoA ou les acides
gras subissent la lactonisation, les acides gras sont donc indiqués
ici — p-oxidation enzymes catalyze reactions between acyl-CoA
esters. It is not known whether CoA esters or fatty acids are
subject to lactonization, so fatty acids are shown (Waché et al.
2001).

de la levure pendant les 50 premieres heures de culture.
Au-dela de ce temps, une diminution de la croissance
était observée. En revanche, en présence de 250 mg-1"!
de lactone, la croissance du micro-organisme était
significativement inférieure des le départ (Ambid
etal., 1999). La 6-pentyl-o-pyrone est aussi toxique
pour Trichoderma viride (Bonnarme et al., 1997).
Aguedo et al. (2002) ont étudié I’effet de
quatre lactones (y-butyrolactone, y-décalactone,

Alchihab M., Destain J., Aguedo M. et al.

O-décalactone et y-dodécalactone) sur la croissance de
Y. lipolytica ; la y-dodécalactone s’est avérée la plus
inhibitrice, devant la y-décalactone, la &-décalactone,
tandis que la y-butyrolactone ne montre aucun effet
sur sa croissance. La longueur de la chaine latérale
est probablement impliquée dans 1’inhibition de la
croissance de Y. lipolytica. Ces auteurs (Aguedo et
al., 2003) ont également montré que la y-décalactone
interagit fortement avec des phospholipides
membranaires modeles et qu’elle conduit chez
Y. lipolytica a une augmentation de la fluidité des
membranes et a une diminution de 1’activité H*-
ATPase, enzyme membranaire essentielle au maintien
de la viabilité cellulaire. L’effet de vy-décalactone et
de I’acide 4-hydroxydécanoique sur la croissance de
la levure psychrophile Rhodotorula aurantiaca a été
étudié par Alchihab et al. (2010a). Ces auteurs ont
montré que la y-décalactone est un facteur limitant
pour sa production.

Plusieurs techniques ont ¢&té utilisées pour
I’extraction des lactones en continu, notamment pour
éviter les problemes de toxicité vis-a-vis des micro-
organismes producteurs. C’est par exemple le piégeage
de la vy-décalactone produite par Sporidiobolus
en utilisant différentes phases huileuses comme
I’huile d’olive, la tributyrine et la paraffine (Dufossé
etal.,, 1999). Ces mémes auteurs ont aussi piégé la
y-décalactone produite par Sporidiobolus salmonicolor
a I’aide de B-cyclodextrine.

L’adsorption sur du charbon actif et des résines
hydrophobes présente différents avantages (Souchon
etal., 1996 ; 1998 ; Dufossé et al., 1999) :

— il n’est pas nécessaire de chauffer les produits
aromatiques, par conséquent leur dégradation ther-
mique est évitée,

— D’adsorption de 1’eau sur le support est minime,

— la surface de support n’est pas chimiquement
réactive avec les produits organiques.

Souchon et al. (1996) ont étudié I’adsorption
de  produits  aromatiques  (acétate  d’éthyle,
2,5-diméthylpyrazine, 1-octen-3-ol et y-décalactone)
sur du charbon actif et sur des polymeres hydrophobes
(Porapak Q, Chromosorb 105 et Amberlite XAD-4).
En travaillant en fermentation extractive pour produire
la y-décalactone a partir de S. salmonicolor, Souchon
et al. (1998) ont utilisé 30 g-I"' de charbon actif et
20 g-I'! de polymeres. Ils ont montré que le ricinoléate
de méthyle a la concentration de 1 g-I'' permettait la
meilleure adsorption sur le Porapak Q, par contre a
une concentration de 50 g-1"' de ricinoléate de méthyle,
c’est le charbon actif qui est le plus efficace car il piege
la lactone. L’ajout de la gomme tragacanth au milieu
de culture semble étre une stratégie adéquate pour
améliorer la production de y-décalactone et réduire sa
toxicité a I’égard de la cellule (Alchihab et al., 2010a).
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Une technique d’extraction de <y-décalactone de
milieu de culture a été proposée par Alchihab et al.
(2010b) en utilisant des résines Macronet (MN-102,
MN-100 et MN-202) (Purolite, France). Les résultats
obtenus montrent que larésine MN-202 est plus efficace
que les deux autres. Les pourcentages d’adsorption de
v-décalactone sur les trois résines (MN-102, MN-100
et MN-202) sont 75, 81 et 85 % respectivement, alors
que le pourcentage de désorption est autour de 70 %.

9. CONCLUSION

La production d’ardbmes par voie microbiologique
présente de nombreux avantages: label naturel,
potentialités de production importante, cout moindre
par rapport a I’extraction d’origine végétale.

Cette étude fait le point sur la production de lactones
(molécules a notes fruitées) par des levures capables
de biotransformer des acides gras. Les substrats
valorisables, les souches utilisées, les rendements de
production obtenus ont fait que ce type de procédé
a abouti a des développements industriels. Des
améliorations peuvent toutefois encore étre apportées
et les études en cours devraient y contribuer.

L’étape de récupération des molécules d’intérét
mérite encore des investigations pour mettre au point
une technologie intégrée efficace dans un contexte
général de développement durable.
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