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Introduction

Les enzymes, substances vitales dans le systéeme biologique, ont été exploitées depuis
I’ Antiquité pour la production d’alcool ainsi que pour d’autres boissons (Singh et al.,2016).
Elles sont actuellement utilis€ées dans plusieurs applications industrielles : dans 1’industrie

des détergents, des papiers, de textile, de brasserie, dans I’industrie alimentaire, etc. (Admasu et

al.,2015).

Ainsi, les enzymes produites a grande eéchelle sont principalement des enzymes
extracellulaires qui dégradent des polymeéres naturels tels que les amidons, les pectines, les

celluloses et les protéines (Bouhadi, 2016).

Ces dernicres années, 1’utilisation des microorganismes comme source biotechnologique des
enzymes d’importance industrielle a stimulé D'intérét pour 1’exploration des activités

enzymatiques extracellulaires (Admasu et al., 2015).

Par ailleurs, les enzymes produites par les levures sont de plus en plus utilisées dans
différentes industries, et la recherche de nouvelles enzymes synthétisées par ces
microorganismes possédant un potentiel d’application industrielle ne cesse de se
développer(Johnson et Echavarri-Erasum, 2011).Aujourd’hui, plusieurs espéces de levures
sont explorées pour des applications industrielles. En effet, ce sont des acteurs essentiels
intervenant dans divers domaines et I’intérét qu’elles suscitent aujourd’hui est di a leur grande
diversité (Boulal et al., 2016). De plus, I'état unicellulaire, la capacité a se multiplier rapidement
et la rusticité des exigences nutritionnelles conferent a ces eucaryotes des qualités qui permettent
de les cultiver, de les étudier et de les utiliser aussi facilement que des microorganismes
procaryotes (Pol, 1999).D’autre part, un grand nombre de levures communément utilisées en
biotechnologie a été obtenu a partir d’habitats naturels ou développer une faculté d’adaptation a

un grand nombre de niches écologiques grace a leurs propriétés physiologiques caractéristiques.

C’est dans ce contexte que s’integre le présent travail dans lequel des levures ont été
isolées a partir des pelures de pomme de terre, lait, lait caillé et petit lait afin d’évaluer leur
capacité a produire de certaines activités enzymatiques d’intérét biotechnologique a savoir: 1’a-

amylase, la maltase, la pectinase et la protéase.

Le présent mémoire est divisé en quatre chapitres. Le premier présent une généralité sur les
levures et le deuxiéme apporte généralités sur les enzymes ainsi que leurs applications

biotechnologiques.

Le et troisieme chapitre est consacré aux matériel et méthodes utilisés pour réaliser ce
travail.

Le quatrieme chapitre représente et discute les résultats obtenus.

1
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Chapitre 1 : Géneéralité sur les levures
1. Définition
Les levures sont des champignons microscopiques, unicellulaires, se multipliant par
bourgeonnement (blastospores) et produisant parfois du mycélium ou du pseudomycélium.

Comme tous les champignons se sont des organismes hétérotrophes :ils ne peuvent se développer

qu’en présence de maticres organiques préformées. (jean et al., 2010).

Les levures ont une importance commerciale pour les humains parmi celles-ci saccharomyces
cerevisiae qui est la plus remarquable pour son réle dans I’industrie alimentaire comme levure de
boulanger, levure fourragére, pour production de biére, de vin et de spiritueux (Eman,
2021).Leur reproduction se fait selon un mode asexué mais aussi sexué dans certaines
conditions(Piérre, 2004).

2. Habitat

Les levures ne sont pas aussi omniprésentes que les bactéries dans 1’environnement naturel.
Mais pourtant, elles peuvent étre isolées du sol, des produits laitiers, des insectes, de 1’eau et
des animaux. Les habitats de levure préférés sont les tissus végéetaux (fruits, feuilles). Mais
quelques espéces se trouvent en relation commensale ou parasitaire avec les animaux. Plusieurs
especes de levures peuvent étre isolées de 1’environnement spécialisé ou extréme, telles que
celles avec un faible potentiel d’eau (concentration élevée de sucre ou de sel), une basse
température (certaines levures psychrophiles ont été isolées des régions polaires) et une faible

disponibilité en oxygene (Walker, 2009).
3. Morphologie

Les levures ont des formes variées, elle est sphérique, ovoide, globuleuse, cylindrique,
ellipsoide, allongée, apiculée, ogivale, triangulaire ou forme de bouteille (Walker, 2009 ;
Kutzman et al., 2010). Mais ces formes peuvent se modifier assez largement selon les étapes du
cycle biologiques et en fonction des conditions du milieu (Bocquet, 1993). La cellule de levure
est typiquement eucaryote, caractérisée par une paroi cellulaire rigide entourant une membrane
plasmique, un noyau limité par une membrane nucléaire, un cytoplasme contenant divers

organites dont les mitochondries et une vacuole (Fig 01). (Thuriaux, 2004).

Les levures généralement comprises entre 4 et 5um de large sur 5 a 9um de long, varie

beaucoup dans une méme espéce d’une cellule a ’autre. Les levures sont en effet tres



Revue bibliographique

polymorphes et capables d’affecter des formes et des dimensions sensiblement différentes,

suivant le milieu ou on les cultive et suivant leur age. (Alexandre, 1912).

appareil de Golgi
(citernes aplaties et accolées
dans la partie centrale -
nombreuses vésicules)

paroi

membrane

nucléaire externe enveloppe
membrane nucléaire
nucléaire interne NOYAU

nucléofilaments
(nombreux filaments d’/ADN)

mitochondrie
(membrane externe -
membrane interne avec ¥’.
des replis ou crétes-  /»
petite boucle d'’ADN - /.

A /
ribosomes) / nucléoplasme

vésicule réticulum endoplasmique
granuleux REG ou RER
rugueux - rough en anglais,

(en forme de citernes aplaties)

réticulum endoplasmique
lisse REL
(en forme de réseau de tubes)

chloroplaste
(enveloppe - citernes aplaties

B\ , ,. ) petite boucle d'ADN - ribosomes)
vacuole _ % o '_'/A

ribosomes

hyaloplasme
Une cellule eucaryote au MET

(~=10-100 pm)

les structures soulignées ne s e retrouvent pas chez tous les eucaryotes

Figure 01: Structure cellulaire des levures (Thuriaux, 2004).
4. Besoins nutritionnels

Le milieu de culture doit apporter tous les éléments nécessaires a la croissance et aux besoins
énergetiques de la levure. La biomasse est composée principalement d’eau et des ¢léments
CHON (carbone, hydrogéne, oxygene, azote) ; le milieu doit donc fournir ces éléments pour

permettre la croissance.

Les besoins des levures pour leur croissance sont les suivants :

> L’eau

Constituant essentiel des organismes vivants, les levures sont constituées de 75 %d’eau et 25
%de matiére seche (Russell, 2003).

» Source de carbone

Le carbone représente environ 50 % du poids sec de la levure. Les glucides simples

(monosaccharides, disaccharides et trisaccharides) sont fermentescibles par les levures (Leveau
et Bouix, 1993).
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» Oxygene

En anaérobie strict, le milieu doit étre complémenté avec des stérols et des acides gras
insaturés, qui entrent la composition de la membrane et ne peuvent étre synthétisés par la levures
qu’en présence d’une source d’atome d’oxygene (Kappeli et Sonnleitner, 1986 ; Russell,
2003).

> Source d’azote

Les levures contiennent 10% environ d’azote, entrant dans la composition des acides aminés,
des acides nucléiques et de certaines vitamines. Il est apporté par le milieu de culture sous la

forme de sels d’ammonium (phosphate, sulfate, chlorure et nitrate) (Leveau et Bouix, 1993).
» Vitamines

Ce sont des régulateurs et des cofacteurs importants des voies métaboliques. Elles agissent
généralement comme coenzymes ou précurseurs d’enzymes (Rose et Harrison, 1971 ; Russell,
2003).

» Oligoéléments (ions inorganiques)

Les oligoéléments sont nécessaires a une croissance et une fermentation optimale. 1l est
possible de distinguer les macroéléments : K*, Mg?*, Zn?*, Fe?*, fe3*, Mn?*, CI- dont la
concentration nécessaire varie entre 0,1 et ImM et les micro-éléments :Co?*, B?*, Cd?*, Cr,

Cu?*, I, Mo*, Ni**pour lesquels une concentration de 0,1 a 100uM et suffisante (Russell, 2003).
5. Reproduction

Les levures sont classées en deux catégories en fonction de leur mode de reproduction : les
levures sporogénes et les levures esporogenes. Les levures sporogenes sont capables de se
reproduire a la fois de maniére sexuée et asexuée, en fonction des conditions environnementales.
D’un autre coté, les levures esporogenes se reproduisent exclusivement de maniére asexuée,

indépendamment des conditions environnementales.
5.1. La reproduction asexuee

Les levures varient en fonction de I’espéce et peuvent se produire par bourgeonnement ou
par scission. Cette multiplication végétative permet a la levure de se reproduire sans

I’intervention de gametes ou de fusion de cellules reproductrices.
5.1.1. Le processus de reproduction asexuée par bourgeonnement

Ce processus implique que le noyau de la cellule se déplace vers la paroi, étire et se

divise, créant ainsi un petit bourgeon a la surface de la cellule. Le bourgeon se développe
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rapidement pour former une cellule fille, qui peut rester attachée a la cellule mére ou se détacher

pour commencer son propre processus de bourgeonnement (Fig 02).

nouvelle cellule de
(evure

formation de bourgcon

elevie e o

: ‘\ formation dune
lon%uc chatne de
cellules de levure

(@

Figure 02: Reproduction des levures par bourgeonnement. (Jeffrey, C .2012).

5.1.2. La reproduction asexuée par scission

Egalement appelée scissiparité, implique que le noyau de la cellule s’étire et se divise en
deux parties distinctes. En méme temps, une séparation se produit au niveau de la paroi

cellulaire, entrainant ainsi la formation de deux cellules distinctes (Fig 03).

Noyau

Figure 03:Schéma de la reproduction asexuée par scission d’une levure (Thuriaux,

2004).
5.2. La reproduction sexuée

Se produit lorsque les conditions environnementales deviennent défavorables, comme en
cas de températures extrémes ou d’absence d’eéléments nutritifs. Dans ce cas, la levure cesse de
se reproduire et commence a produire des ascospores. Le noyau de la cellule subit alors deux
divisions successives, et chaque noyau fils est entouré de cytoplasme pour former une structure

appelée asque. A I’intérieur de chaque asque, on peut trouver de 2 & 4 ascospores, qui sont en
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état de vie ralentie et ne redeviennent actives que lorsque les conditions environnementales

s’améliorent. Les ascospores sont donc un moyen pour les levures de survivre en période de

mauvaises conditions environnemental (Fig 04).

Noyau fils

: Acospore
S\ (@ (@) @
(®) = — @ G
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Noyau mere
Cytoplasme

Figure 04: Schéma de la reproduction sexuée d’une levure (Thuriaux, 2004)

6. Classification des levures

La classification des levures est une partie essentielle de la classification des champignons, et
elle repose sur des caractéristiques morphologiques ainsi que sur de nombreux traits
biochimiques (Guiraud, 2003).

La classification référence actuelle est celle de (kreger- ven, 1984) qui differe considérablement
de la classification précédente de (lodder, 1971). La nouvelle classification integre de nouveaux
critéres taxonomiques tel que la composition en base de I’ADN, la structure de la paroi, le type
de coenzyme Q pour permettre des études plus rigoureuses. Les levures représentent un groupe
hétérogene avec environ 60genres et prés de 500 espéces (Bouix et Leveau, 1991).Elles sont

divisées en trois grandes classes, les Ascomycetes, les Basidiomycetes et les Deutéromyceétes :

v’ Les Ascomycetes : se reproduisent sexuellement dans un asque issu d’une cellule aprés

méiose.

v' Les Basidiomycetes : réalisent une reproduction sexuée avec formation de basidiospores

sur une baside.

v' Les Deutéromycétes : regroupent I’ensemble des levures qui ne présente pas de mode

connu de reproduction sexuée, ne se multipliant que par reproduction végetative.
7. Conditions physicochimiques de croissance des levures
» L’Oxygene

Les levures sont des organismes essentiellement aérobies, il n’y a pas des levures anaérobies

stricts. Certaines levures sont aérobies stricts comme les Rhodotorula. Les autres sont aéro-
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anaérobies facultatives préférant un métabolisme fermentaire (comme les saccharomyces) ou

respiratoire (comme les candida ...) (Bouis et Leveau, 1991).
» Latempérature

La température habituelle de culture des levures se situe entre 25 et 30°C, pour assurer la

croissance adéquate de la plupart des levures (Bourgeois et Larpent, 1996). En effet, on trouve :
e Levures mésophiles qui poussent de 20 a 35°C.
e Levures tolérantes a la chaleur qui poussent de 38 a 42°C.

e Levures thermophiles qui poussent de 38 a 45°C (il s’enrichi de 30 a 40 des acides gras

saturés).

e Levures psychrophiles qui poussent dans la gamme de -1 a 20°C, il est enrichi par 90
des acides gras insaturés et contient 50 d’acide linolénique C18 : 3

» LepH

Les levures ont tendance a coloniser des environnements acides, leurs enveloppes cellulaires
sont imperméables aux ions HzO* et OH" et par leur métaboliques acidifiant encore plus le
milieu. Donc elles tolerent des gammes de pH de 2,4 a 8,6 (Bourgeois et Laprent, 1996).

> La pression osmotique et I’activité de I’eau

En regle générale, la croissance de la plupart des souches nécessite une activité¢ de 1’eau
inférieur de 0,90. Cependant, les levures ont tendance a mieux résister a la pression osmotique
que les bactéries, en accumulant des polyols tels que la bétaine et glycérol, qui agissent comme
des osmoprotecteurs. Cela signifie que certaines especes de levures sont capables de survivre
dans des conditions osmotiquement stressantes, mais avec un metabolisme plus lent. Ces levures

sont appelées xélotolérantes (Bourgeois et Larpent, 1996).
8. Biotechnologie des levures

Effectivement, les levures sont des microorganismes unicellulaires qui ont été utilisées par
I’homme depuis des millénaires pour leurs propriétés de fermentation. Les levures ont un role
important dans la production de nombreux produits alimentaires tels que la biere ; le vin, le pain,

le fromage, les yaourts et les produits de charcuterie.

Elles sont également utilisées dans 1’industrie pharmaceutique pour la production

d’antibiotiques, de vitamines et d’autres médicaments.

Les levures ont une grande importance dans la recherche scientifique car elles sont un

modele de choix pour 1’étude des processus cellulaires fondamentaux tels que la croissance, la

9
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différenciation, la régulation génétiques et le métabolisme. Elles ont également été utilisées pour

la production de protéines recombinantes a des fins médicales, telles que 1’insuline et les facteurs

de coagulation.

En agriculture, les levures sont utilisées comme additifs alimentaires pour les animaux,
en particulier les ruminants, afin de favoriser la digestion des aliments et d’améliorer la
production de lait et de viande. Elles sont également utilisées comme biofertilisants pour

stimuler la croissance des plantes.

En résumé, les levures sont utilisées comme additifs alimentaires pour les animaux, tant
fondamentaux qu’appliqués, et sont d’une grande importance pour 1’industrie alimentaire,

pharmaceutique et agricole (Djekrif, 2016 ; Buzzini, 2000 ; Jacob,1997).

10
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Chapitre 2 : Les enzymes
1. Définition
Les enzymes sont des macromolécules biologiques, synthétisées par les organismes
vivants dans le but d’effectuer des réactions biochimiques nécessaires a leurs activités

métaboliques intra et/ou extracellulaires. Celles-ci sont généralement appelées «

Biocatalyseurs » (Anbu et al., 2013).
2. Classification

La premiere classification des enzymes a été proposée en 1956 par la Commission des
enzymes (EC), puis suite a plusieurs révisions, une nomenclature finale a été mise en ceuvre en
se basant sur le type de réaction catalysée, le substrat utilisé ainsi que la présence d’éventuels

cofacteurs (Combes et Monsan, 2009).
Il existe sept classes d’enzymes d’enzyme, qui sont indiquées dans le (Tab01).

Tableau 1: Les différentes classes d’enzymes.

Nome Type de réaction catalysée
classification
code

) Réaction d’oxydation-réduction ajout ou retrait d’un atome
EC1 | Oxydoréductase
d’hydrogene

EC2 Trasnférase Transfert un groupe fonctionnel entre un donneur et accepteur

Hydrolyse (par addition d’une molécule d’eau) différentes liaisons
EC3 Hydrolase o
chimiques

Elimination d’un groupe pour former une double liaison ou addition

EC4 Lyase d’une Molécule d’eau ammoniac ou dioxyde de carbone autour de la
liaison double

ECS Isomérase Transfert d’atomes ou de groupement dans une méme molécule

EC6 Ligase Formation de lien avec I’hydrolyse de I’ATP

R . . .
EC7 translocase Transfert des protons (H*) des cations et anion inorganiques, des

acides aminés et des peptides, des hydrates de carbone et leur dérivés,

11
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a travers les membranes cellulaires

3. Origine des enzymes utilisés en biotechnologie

Les enzymes a intérét biotechnologique peuvent avoir plusieurs origines dont les végétaux,
les animaux et les microorganismes (Scriban, 1993;Amaud et al., 1993; Rao et al., 1998 ;
Meunier, 1999).

Les microorganismes constituent la principale source d’enzymes industrielles : 50%
proviennent des champignons et des levures, 35% des bactéries, alors que 15% sont d’origine
végetale ou animale (Barnabé et al., 2003). L’extraction a partir des plantes et des animaux est
cependant limitée par de nombreux paramétres difficiles a contrdler. Les principaux avantages

des enzymes d’origine microbienne sont les suivants :
-Une production indépendante des contraintes saisonnieres et géographiques ;
- Une possibilité d’utilisation de matieres premiéres bon marché ;

- Des rendements de production pouvant étre augmentés de fagon importante par 1’amélioration
des souches microbiennes par génie génétique et 1’optimisation des conditions de production
(Amaud et al., 1993; Scriban, 1993).

3.1. Amylase (EC 3.2.1.1)
3.1.1. Définition

L'a-amylase (EC 3.2.1.1) est une enzyme faisant partie de la famille des glycosides
hydrolases nommée GH13, qui comprend environ 28 000 séquences de protéines ayant diverses
spécificités (Janecek et al., 2014). Cette protéine globulaire est synthétisée dans tous les genres

de la vie, ce qui en fait une enzyme ubiquitaire (Merabti, 2006).
3.1.2. Structure

L'a-amylase fongique est une glycoprotéine monomérique (De Souza et al.,2010) qui se
compose de trois domaines globulaires différents, nommément A, B et C (Li et al., 2014). Le
domaine A se présente sous la forme d'un tonneau (B / o) 8 et abrite le site actif a I'extrémité C-
terminale des feuillets B, tandis que le domaine B, qui forme une boucle & partir du centre du
domaine A, agit comme un couvercle sur le site actif (Figure 05). Enfin, le domaine C est

constitué d'un tonneau de huit feuillets 3 antiparalléles (Fig 05) (Benaouida, 2008).

12
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Figure 05: Structure monomérique de I’a-amylase (Li et al., 2014).

3.1.3. Origine microbienne de I’a-amylase

Les a-amylases sont présentes en grande quantité dans toutes les formes de vie, mais la
production a grande échelle est surtout réalisée a partir de sources microbiennes préférées (Haq
et al., 2003). 1l existe deux catégories d'a-amylases : celles d'origine bactérienne et celles

d'origine fongique.
» Les a-amylases bactériennes

Elles sont produites principalement par fermentation de Bacillacées telles que Bacillus
subtilis et Bacillus amyloliquefaciens(Haq et al., 2003). Des amylases ayant des propriétés
industrielles ont été deécouvertes chez des bactéries acidophiles ; Penicillium grisofulvum
(Ertanetal.,2006),alcalinophiles ; Thermobifida fusca (Yang et al., 2010) et thermophiles ;
Bacilluscohnii (Panchal, 1990 et Fogarty et Kelly, 1980) et Bacillus licheniformis
(Yihan,2010, Cordeiro et al., 2002)Ces enzymes jouent un rdle important dans la
transformation de l'amidon en le fragmentant rapidement en clivant les liaisons o (1,4)

(Nadirman et al., 2006).
» Les a-amylases fongiques

L'industrie a produit des enzymes a partir de microorganismes fongiques, notamment les
genres Aspergillus et Penicillium, depuis longtemps. En effet, la premiére production d'a-
amylase a été réussie par Takamine en 1894. Les levures sont les organismes les plus
couramment utilisés dans la production de biomasse a haute valeur nutritive (Leveau et Bouix,
1993). Cependant, différentes levures sont également capables de produire de 1'a-amylase
(tab02).
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Tableau 02: Quelques levures productrices d’o. amylase.

Levures

références

Schwanniiomycess sp

Haifeng et al., 2006

Lipomyces kononenkoa

Boukhennane et Boudebza, 2014

Pichia polymorpha

Gonozalez et al., 2008

Talaromyces pinophylus

Liang et al., 2015

3.1.4. Mode d’action

L'a-amylase joue un rble important dans de nombreuses applications industrielles en

modifiant les propriétés de I'amidon. Cette enzyme permet de produire des sucres adaptés aux

besoins spécifiques des utilisateurs dans l'industrie alimentaire (Palmer, 1975).

L'a-amylase agit sur les polysaccharides tels que I'amidon et le glycogéne, ainsi que sur

les oligosaccharides (fig 06).

— = action de |'anylase

Figure 06:Mode d’action de I’a-amylase (Florimont, 2013).

Elle catalyse la rupture des liaisons glucosidiques (a-1,4) présentes dans I'amidon et

d'autres substrats apparentés (Heslot, 1996).
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3.1.5. Applications industrielle

Les amylases sont parmi les enzymes les plus importantes en biotechnologie (Gupta et al.,
2003). Elles représentent environ 25 a 33% du marché mondial des enzymes (Saxena et al.,
2008).

L’a amylase microbiennes sont parmi les enzymes les plus utilisés dans les procédes
industriels. En effet, les amylases possédent une gamme étendue d’applications tels que les
industries de la saccharification d’amidon, le textile, les aliments, la boulangerie, le brassage et
la distillation (Gupta et al., 2003). En raison de I’importance industriclle de cette enzyme, un
intérét est porté a I’isolement de nouvelles amylases appropriées a des applications industrielles

nouvelles (Burhan et al., 2003). (Tab 03)

Tableau 03: Applications industrielles de L’a amylase

Industries Applications Référence

Glucoserie Solubilisation de I'amidon, accompagnée d'une chute importante de
la viscosité (liquefaction).

Sucrerie Réduction de la wviscosité des sirops de cannes 4 sucre en
hydrolysant les contaminants amylacés pour réussir le processus
de cnstallisation

Biscuiterie et Amélioration des propriétés rhéologiques et fermentaires de la

ificati G le vol de la mie et la coloration de | te.
panincanon pate, amsi que e volume de la mie €t la coloration ae la croute Sicmd,[l‘?fﬂ?r]

Industrie textile = Le désencollage textile, qui permet d’éliminer la colle d’amidon
qui enduit les fibres et les protége au cours du tissage.

Papeterie Liquéfaction de I’amidon pour préparer des sauces de couchage,
permettant d’éliminer les irrégularités superficielles de la
feuille.
Détergents Dégradation des taches a base d’amidon. Les oligosacchandes | Igarashi et al,

et les dextrines libérés de 'action hydrolytique sont solubles, (1998)
par conseéquent, la tache est physiquement découpée.

Nielsen et
Borchet,
(20007,
Industrie -Agent anti-inflammatoire. Nielsen et
i . . Borchet,
Lot L -Un aide digestif (contre les dyspepsies et les fermentations orene
intestinales). (2000).
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3.2. Maltase (EC 3.2.1.20)
3.2.1. Définition

Les Maltases sont des enzymes spécialisées appelées a-glucosidases, qui agissent
comme des hydrolases en libérant 1'a-D-glucose a partir de I'extrémité non réductrice de leurs

substrats (Andriotis et al., 2016). Leur substrat préféré est le maltose (Choi et al., 2013).

Ces enzymes sont présentes de maniere ubiquitaire dans tous les tissus (Scheen et al.,
2008), que ce soit chez les vertébrés, les plantes, les bactéries, les champignons, les moisissures
ou les levures comme Cordyceps brongniartii (Sasaki et al.,, 2015) et Grosmanniac
lavigera(Riken et al., 2016).

3.2.2. Structure de la maltase
Les maltases présentent une structure variable en fonction de leur origine :

» Les maltases homodimériques : Elles sont présentes chez des organismes tels que la
bactérie Geobacillus sp. (Hung et al., 2005), certaines moisissures comme
Xanthophyllomyces dendrorhous(Gutiérrez et al., 2015), et la levure Pichia pastoris. La
masse moléculaire de cette enzyme varie selon la souche, atteignant 430 KDa chez la levure
Candida guilliermondii (Nadeem et al., 2016).

» Les maltases monomériques : On les retrouve chez les bactéries thermophiles telles que
Thermuscaldophilus(Oyekanmi et al., 2001), ainsi que chez certaines levures comme

Saccharomyces cerevisiae(Katrin et al., 2016) (Fig 07).

Figure 07: Structure monomeérique de la maltase liée a 4-O-a-D-Glucopyranosyl-Dglucose

(C12H22011), chez Saccharomyces cerevisiae (Barker et al., 2013)
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3.2.3. Mode d’action

La maltase est une enzyme qui appartient a la classe des hydrolases amylolytiques
glycolytiques. Elle joue un r6le crucial dans la conversion de l'extrémité terminale non
réductrice des oligosaccharides ou des polysaccharides en glucose (Nawaz et al., 2015). Cette

enzyme réalise deux types de réactions catalytiques distinctes :

» Réaction d'hydrolyse : Lors de cette réaction, un résidu de glycosyle est transféré d'un
oligosaccharide ou d'un polysaccharide a une molécule d'eau. Ce transfert s'accompagne de
I'élimination du groupe hydroxyle hémi acétal de la forme cyclique (Marija et al., 2014).

» Réaction de transglucosylation : cette réaction implique le transfert d'un résidu glycosyle

d'un oligosaccharide & une autre molécule réceptrice.
3.2.4. Applications de la maltase en industrie

Les maltases sont des enzymes présentes dans les organismes vivants, et elles agissent
comme catalyseurs dans des réactions biochimiques. En biotechnologie, elles sont utilisées
pour faciliter la dépolymérisation des macromolécules et la synthese, grace a leur spécificité et
a leur efficacité (Yapi et al., 2008). Dans le domaine industriel, la maltase joue un réle crucial

dans plusieurs applications chez I'homme.
» Industries alimentaires

Les oligosaccharides et les monosaccharides utilisés a des fins nutritionnelles connaissent
une croissance significative en raison de leur capacité a favoriser la croissance de la flore
bactérienne dans l'intestin, que ce soit chez les humains ou les animaux. lls sont largement
utilisés dans la fabrication de divers produits alimentaires tels que les confiseries, les chewing-
gums, les boissons et les produits laitiers. Ces sucres sont obtenus a partir de sources végétales
par extraction, par hydrolyse de polyosides ou par synthese enzymatique (Bombeck et al.,
2016).

» Industrie de détergent

Les détergents utilisent également des enzymes pour éliminer les taches tenaces lors du
lavage et décomposer les lipides et les protéines présents dans les aliments (Vanhanen et al.,
2000). De plus, de nouvelles méthodes de protection de I'environnement et contre les allergies

sont ajoutées aux détergents (Grbav¢ié et al., 2015).
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3.3. Protéase (EC 3.4.21-24)
3.3.1. Définition

Les protéases, également connues sous le nom de protéinases, font partie de la catégorie
deshydrolases (EC 3.4.21-24.X). Ces enzymes catalysent I’hydrolyse des protéines en scindant
spécifiqguement la liaison peptidique qui relie deux acides aminés dans une chaine peptidique.
Elles sont produites a la fois a I’extérieur et a I’intérieur des cellules (Hornebeck, 2009; Kumar
et al., 2008). Ce sont des enzymes multifonctionnelles qui jouent de nombreux roles
physiologiques chez les animaux et les végétaux. Elles participent notamment a des processus tels

que la germination, 1’apoptose et les processus inflammatoires (Schaller, 2004).
3.3.2.. Origine microbienne de la protéase

En raison de I’incapacité des protéases végétales et animales a répondre aux exigences
de I’industrie, il y a eu un intérét croissant pour les protéases microbiennes (Mala et al., 1998).
Les bactéries, les moisissures et les levures produisent une grande diversité d’enzymes

protéolytiques (Devet, 1996).

Parmi celles-ci, les genres les plus importants sont Saccharomyces, Rhodotorula,
Candida etDebaryomyces. Par exemple, Saccharomyces cerevisiae produit trois types de
protéases : une protéase aspartyl, une protéase sérine et une protéase métallo. L’activité
protéolytique de ces genres est particulierement utilisée dans 1’affinage des fromages (Boiron,
1996 et Kresze, 1991) (Tab 04).

Tableau 04: Exemples des protéases microbiennes (Belmessikh et al., 2011).

Sources Espéces Références

Moisissures Aspergillus oryzae Garcia-Gomez et al., 2009 Sathya et al.,
2009 Laxman et al., 2005 Germano et
al ., 2003 Wu et al., 2006 Agrawal et al_,
2005 Hajji et al., 2007

Mucor circinelloides Conidiobolus
coronatus Penicillium sp.

Aspergillus terreus
Bauveria felina

Aspergillus clavatus ES1

Levures Aureobasidium pullulans Candida Chiet al, 2007 Tobe et al_, 1976
lvpolytica
Bactéries Bacillus licheniformis Bacillus Ferrero et al., 1996 George et al., 1995
amyloliquefaciens Bacillus subtilis Soares et al., 2005 Patel et al., 2005
Bacillus sp. Virgibacillus sp. SK33 Sinsuwan et al., 2008 Kumar et al.,
Synergistes sp 2008)
Actinomycétes Streptomyces sp. Mehta et al., 2006 Hozzein et al., 2004

Nocardiopsis alkaliphila sp
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3.3.3. Mode d’action de protéase

Différents mécanismes d’action sont impliqués dans ces protéases, ce qui permet de les
regrouper en grandes familles mécanistiques en fonction de la nature des acides aminés

présents dans leur site actif (Veyradier et al., 2011).

» Les protéases a sérine : sont spécifiques des liaisons peptidiques contenant une lysine ou une
arginine comme acide aminé en position carboxyle (Tapdiqov et al.,2015). Parmi elles, on
trouve la trypsine (EC 3.2.21.4) et la chymotrypsine (EC 3.4.21.1). La trypsine clive les
liaisons peptidiques contenant des lysines ou des arginines, tandis que la chymotrypsine
s’attaque aux liaisons peptidiques ou I’acide aminé en position carboxyle est hydrophobe ou
aromatique. La thrombine est une autre protéase a sérine qui intervient dans la coagulation
sanguine en clivant le fibrinogene pour former de la fibrine (Matsuo et al., 2012 ; Ovaere et
al., 2009).

> Les protéases a cystéine (ou protéases a thiol) : possedent une cystéine dans leur site actif.
Parmielles, on compte la papaine (EC 3.4.22.2), qui est spécifique des liaisons peptidiques
contenant des acides aminés basiques, aromatiques ou apolaires. Les caspases sont
également des protéases a cystéine et jouent un réle dans le processus d’apoptose (Cabon
etal., 2013 ; Jegham et al., 2009).

> Les protéases acides : agissent a pH acide et possédent un acide aspartique dans leur site
actif (Groeme et al., 2015). La pepsine est un exemple de protéase acide qui est spéecifique
des liaisonspeptidiques contenant des acides aminés aromatiques (fonction amine) (Xuesong
etal., 2016).

» Les métalloprotéases : possédent un cation métallique, généralement un atome de zinc.

Parmielles, on trouve la thermolysine (Tauzin et al., 2014).
3.3.4. Applications industrielles des protéases

Les protéases jouent un rdle crucial dans divers secteurs industriels, notamment les
détergents (Gupta et al., 2002), I’industrie alimentaire comprenant la boulangerie, la
fromagerie et les transformations alimentaires (Sullivan et Calkins, 2011). Elles sont
également essentielles dans le domaine pharmaceutique et médical, ou elles sont utilisées pour
le traitement de diverses affections telles que les troubles de la digestion, le cancer et les
infections virales (Walsh, 2002), ainsi que dans de nombreux autres secteurs industriels.

» Industrie des détergents

Les proteases jouent un role essentiel dans I’industrie des détergents, représentant environ

35% du marché mondial des enzymes industrielles (Cherry et Fidantsef, 2003). Elles sont
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largement utilisées non seulement dans les détergents, mais également dans d’autres produits
de nettoyage destinés a des applications industrielles, ainsi que pour le nettoyage des lentilles
cornéennes et des appareils dentaires. Cependant, le segment le plus important sur le marché
des détergents est celui des détergents a lessive (Kumar et al., 2008).Une protéase détergente
idéale doit présenter une large spécificité de substrat et étre stable dans I’environnement hostile
de la machine a laver, caractérisé par des températures élevées et un pH alcalin (Rao et al.,
1998). La plupart des protéases ajoutées aux détergents sont produites par dessouches de
Bacillus (Gupta et al., 2002).

> Industries alimentaires

Les protéases sont couramment employées dans divers secteurs de I’industrie alimentaire,
tels que la brasserie, la production de boissons, la préparation d’hydrolysats de protéines
solubles et aromatisés(en utilisant des protéases de type papaine), comme complément
alimentaire (Lavalle et al., 2000),ainsi que pour la fabrication d’émulsifiants (Pardo et al.,
2000).

» Fromagerie

Les protéases jouent un réle essentiel dans I’industrie alimentaire, principalement dans la
fabrication de fromages (Rao et al., 1998). Cependant, en raison des fluctuations de prix et des
périodes de pénurie de la caillette, cette derniere est de moins en moins utilisée et tend a étre
remplacée par des protéases microbiennes (Aviron et al., 1982). Par ailleurs, d’autres protéases
d’origine végétale telles que la papaine, la bromelaine, la ficine et les cardosines sont
actuellement employées dans I’industrie fromagere (Uhlig, 1998).

» Boulangerie

Les protéases endo et exo d’A.oryzae sont employées pour altérer le gluten de blé par une
protéolyse partielle, afin d’obtenir les caractéristiques souhaitées pour la pate. Cette action
enzymatique permet de diminuer la durée du pétrissage (Aguilar et al., 2008 et Aviron et al.,
1982).Les protéases d’origine bactérienne sont également fréqguemment utilisées pour améliorer

I’€lasticité et la résistance de la pate (Rao et al., 1998).
3.4. Pectinase (EC 3.2.1.15)
3.4.1. Définition

Les pectinases, également connues sous le nom d'enzymes pectinolytiques, forment un
groupe d'enzymes unique, complexe et varié. Elles agissent de maniere spécifique sur les

substrats pectinolytiques, en particulier les polymeres de pectine qui constituent le principal
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polysaccharide de la paroi cellulaire primaire et de la lamelle moyenne des plantes. Leur action
consiste essentiellement a dégrader [l'acide polygalacturonique (PGA) en acide
monogalacturonique, ce qui entraine la rupture des liaisons glycosidiques, réduisant ainsi
I'adhérence entre les cellules et la rigidité des tissus (Fogarty et Kelly, 1983). En conséquence,
cela conduit a la dégradation de la paroi cellulaire, a I'éclatement des cellules et, par
conseéquent, aux symptdémes de macération (Bateman et Basham, 1976).

3.4.2. Mode d’action

Il est essentiel de souligner que les pectinases peuvent étre catégorisées en fonction de
différent criteres, tels que la nature du substrat (pectine, acide pectique et oligogalacturonate),
le mécanisme de dégradation (trans-élimination ou hydrolyse) et le type de clivage (endo ou
exo) (Favela Torres et al., 2006). Ces enzymes sont regroupées en deux principales catégories

les pectines estérases (PE), qui agissent sur les pectines, et les dépolymérases
(polygalacturonases et lyases), qui dégradent les pectines. Les propriétés et le mode d'action de
ces deux groupes d'enzymes différent.

3.4.3. Origine microbienne de la pectinase

Les pectinases sont synthétisées par divers micro-organismes tels que les levures, les
bactéries et les moisissures. Elles se trouvent également dans les végétaux, principalement dans
les fruits ou elles jouent un réle crucial dans le processus de maturation. De plus, on a
découvert la présence de pectinases dans le réegne animal, notamment chez les insectes tels que
les pucerons qui produisent une salive gélifiante (Guo et al., 2006), les nématodes (Popeijus et

al., 2000) et les escargots qui en possedent dans leur suc digestif (Baron et Thibault, 1985).

Les pectinases sont des enzymes présentes dans certains animaux et insectes, tels que

Sitophilus oryzae(Shen et al., 2003) et Meloidogyne incognita (Jaubert et al., 2002).

Certaines levures, telles que Saccharomyces cerevisiae (Radoi et al., 2005 ; Sieiro et al., 2003
; Blanco et al., 2002; Gainvors et al., 2000), sont capables de produire des pectinases. Ces
enzymes sont utilisées dans divers procédés industriels, tels que la clarification des jus,
I'assouplissement des fibres dans I'industrie textile, ainsi que dans l'industrie des pates et

papiers.
3.4.4. Applications industrielles de la pectinase

Ces enzymes sont considérées parmi les plus importantes dans I'industrie en raison de
leur utilisation fréquente et variée (Kashyap et al., 2001). Par exemple, les pectinases acides
sont utilisées pour extraire et clarifier les jus de fruits (Rombouts et Pilnik, 1986), tandis que

les pectinases alcalines sont largement utilisées pour éliminer les gommes des fibres de ramie
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(Cao et al., 1992). En raison de leur utilisation intensive en biotechnologie, ces enzymes sont

produites par différents organismes tels que les champignons (Aguilar et Huitron, 1990), les

levures (Gainvors et Belarbi, 1995) et les bactéries (Karbassi et Vaughn, 1980 et Horikoshi,
1972).
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Ce travail a été réalisé au niveau de laboratoire de SNV centre universitaire Abdelhafid
Boussouf Mila. Le but de ce travail est la recherche d’enzymes d’intérét biotechnologique

produites par des levures locales.
1. Echantillonnage
Différentes levures ont été isolées a partir de plusieurs échantillons :
» Trois sont des denrées alimentaires :
e Petit lait (Fig 08).
e Lait caillé (Fig 09).
e Lait de vache (Fig 11).

» Le dernier est un déchet alimentaire : Pelure de pomme de terre (Fig 10).

Figure 08 : Petit lait Figure 09 : Lait caillé

Figure 11 : Lait de vache

Figure 10 : Pelure pomme de terre
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2. Isolement des levures
2.1. Milieu d’isolement

Le milieu que nous avons utilisé pour isoler la levure est YPG (Yeast Peptone Glucose)
(Annexe 1)

La croissance bactérienne est inhibée par 1’addition d’Amoclan aux milieux de culture, avant

stérilisation, a la concentration de 5 mg/l (Botton et al. 1999)
2.2. Préparation des solutions mére
2.2.1. Solution mére du lait

Une suspension de 1’échantillon est composée de 1ml du lait et 9ml d’eau distillée. La

suspension est agitée pendant 2min a 1’aide d’un agitateur.
2.2.2. Solution meére du petit lait

Une suspension de I’échantillon est composée de 1ml du petit lait et 9ml d’eau distillée. La

suspension est agitée pendant 2min a I’aide d’un agitateur.
2.2.3. Solution mere du lait caillé

Une suspension de 1’échantillon est composée de 1ml du lait caillé et 9ml d’eau distillée. La

suspension est agitée pendant 2min a ’aide d’un agitateur.
2.2.4. Solution meére de pelure de pomme de terre

Une suspension de I’échantillon est composée de 1g de pelures de pomme de terre (séchée et

moulue) et 9ml d’eau distillée. La suspension est agitée pendant 2min a 1’aide d’un agitateur.
2.3. Préparation des dilutions

Avant d’entamer le travail, il est important de créer une zone stérile, par la flamme du bec
Bunsen, sur une paillasse soigneusement nettoyée. Ensuite, la suspension meére est préparée en

mélangeant 1ml de chaque échantillon avec 9 ml d’eau distillée stérile. Les étapes suivantes sont
- Homogénéiser la suspension mére par agitation du flacon de prélévement

- Procéder tout d’abord a la numérotation des tubes en les étiquetant respectivement de 107 & 10-

4 celles/ml pour les différentes dilutions
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- Prélever a l'aide d'une pipette graduée, 1ml d'échantillon mére, puis 1’additionner a 9ml d'eau
physiologique stérile dans un tube a essai, permettant ainsi d'obtenir une suspension microbienne
diluée a 10! par rapport a la suspension mere.

- Prélever 1 ml de la suspension 10, agitée a l'avance a ’aide d’un vortex, avec une pipette
pasteur neuve et diluer dans un second tube & essai contenant 9ml d'eau physiologique stérile,
pour arriver a une dilution de 10-%et ainsi de suite a chaque dilution, pour arriver a diminuer la
charge microbienne de I'échantillon mere a I'exponentiel de 104 Changer les pipettes entre

chaque prélevement.
2.4. Méthode d’isolement
Tout en respectant les conditions d'asepsie et en manipulant toujours dans la zone stérile :

> Bien homogénéiser le contenu du tube a essai contenant la suspension diluée a10-.

» Prélever a l'aide d'une pipette Pasteur, une goutte de cette suspension.

» L'étaler a I’aide d’un rateau, sur toute la surface de la boite de Pétri coulée (Le rateau en verre
est flambé avant et aprés chaque utilisation).

» Sur les boites ensemencées on indique le numéro de 1’échantillon, la dilution ainsi que la date
d’ensemencement. Il est a noter que deux répétitions sont réalisées pour chaque dilution. Les

boites ont été incubées a 30°C et ont été observées quotidiennement pendant trois jours.
3. Purification et conservation des levures isolées

Aprées isolement, les isolats de levures ont été purifiés par stries d’épuisement sur milieu
YPG. L’incubation a été réalisée a 30C° pendant 72h. Les aspects macroscopiques et
microscopiques ont été ensuite examinés afin de vérifier la pureté de la souche. Les cultures

pures ont éteé conservées sur le méme milieu en gélose stockée a 4°C (Hagq et al., 2002).
4. ldentification des levures

L’identification des levures isolées repose sur la détermination de divers caractéres

culturaux, morphologiques et physiologiques (Kurtzman et al., 2011a).
4.1. Caractéristiqgues morphologiques
4.1.1. Aspect macroscopique (Aspects en milieu solide)
Les souches pures ont été repiquées sur YPG par la méthode des stries.

Les boites ont été incubées 3 jours a 30°C puis laissées a la lumiere et a la température ambiante
pour favoriser I’apparition éventuelle de pigment. L'observation des colonies a été réalisée afin

de décrire leur forme, leur aspect (brillant ou mat, visqueux) et leur couleur ...etc.
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4.2. Caractéristiques microscopiques

Afin de déterminer la forme, la taille des cellules levuriennes, I’examen microscopique a
été effectué pour des cultures jeunes en YPG sur une lame a 1’état frais (grossissement x40,
x100).

4.3. Caractéristiques physiologiques
4.3.1. Fermentation des sucres (méthode de Kluyver, 1974)

Les tests de fermentation ont été effectués avec des sucres trés purs a des concentrations de
6%. Les sucres étudiés sont : le lactose, le galactose, le saccharose et le maltose. Le milieu utilisé
est le milieu de base (Eau de levure) (annexe 11), le milieu a été réparti en tubes a essai, a raison
de 9 ml par tube, et chaque tube recoit une cloche de Durham. Les sucres a tester ont été mis
séparément dans chaque tube, I’ensemble a été ensuite autoclavé a 120C°, pendant 20 min. Apres
refroidissement, les milieux ont été ensemences et portés a I’incubation a 30°C pendant 72h. Les
tubes ont été examinés chaque jour pour voir le pourcentage de gaz dégagé dans la cloche et le

virage du couleur de I’indicateur coloré (Berber, 2013).
4.3.2. Assimilation de substrats azotés

Les sources d'azote testées Sont : Tryptophane, Alanine, Nitrate de potassium (KNOs3) et
Acide glutamique. Le milieu utilisé dans cette étude est YCB (Yeast Carbon Base) (annexe 2).
Pour une premiére étape, Nous avons préparé une solution d'azote (solution d'acides aminés) a 1
% (1 g de source d'azote dans 100 ml d'eau distillée). Puis un ensemencement du milieu de base
YCB (stérile) avec 1 ml de levure a été réalisé. Une fois le milieu est solidifié, nous avons placé
les disques stériles imprégneés de la solution d'azote sur le milieu dans les boites de pétri. Apres
une Incubation a 30°C pendant 3jours & 2 semaines une observation de la croissance de la levure
autour du composé azoté a été effectuée (Une croissance de la souche autour du disque désigne

une assimilation de la source azotée).
5. Mise en évidence des activités enzymatiques

Les souches levuriennes isolées et identifiées, ont subits une série des tests de 1’activité
enzymatique, a savoir I’enzyme protéase, amylase, pectinase, et maltase. Les tests ont été

effectués sur des milieux spécifiques pour chaque enzyme.

Le principe de la mise en évidence des activités enzymatiques est 1’observation de

I’apparition des zones de lyse directement ou bien aprés 1’utilisation des colorants spécifiques.
5.1. Mise en évidence de P’activité a- amylasique

Cette activité a été réalisée sur le milieu : YPSA (Yeast Peptone Strache Agar)(Annexe 3).

28



Matériel et méthodes

Aprés 5 jours d’incubation a 30°C, les boites ont été inondées avec une solution de Lugol
1(Annexe7). L’apparition d’une zone claire autour de la colonie est considérée comme un
résultat positif. A 1’inverse, les zones contenant de I’amidon se colorent en brun. Ainsi, les

isolats présentant des zones claires d’hydrolyse sont considérés comme producteurs d’a-amylase.
5.2. Mise en évidence de D’activité protéolytique

Afin de mettre en évidence leur activité protéolytique, les souches isolées, ont été
ensemencées sur le milieu sélectif (Gelose au lait) (Annexe 6) par repiquage par des stries ; la
lecture des résultats a été effectuée apres incubation de 2 a 7 jours a 30°C dans I’étuve. Un
résultat positif est traduit par I’apparition d’un halo transparent autour des colonies, résultant de
la dégradation de la gélose au lait par la protéase extracellulaire produit autour des colonies

productrices (Dendougua, 2006).
5.3. Mise en évidence de P’activité Pectinolytique

Les souches pectinolytique ont été sélectionnées sur le milieu YPPA (Yeast Peptone
Pectin Agar). (Annexe 4). Aprés incubation a 30°C pendant 3 a 5 jours, les boites ont été
recouvertes par une solution lugol 2 (Annexe 8) et laissées a température ambiante pendant20
minutes. L’apparition d’un halo clair autour de la colonie indique une dégradation de la pectine

(Bennamoun, 2017).
5.4. Mise en évidence de ’activité Maltasique
Cette activite a éte réalisée sur le milieu : YPMA (Yeast Peptone Maltose Agar)(Annexe 5).

Afin de visualiser ’activité maltasique des souches repiquées, les boites ont été couvertes avec la
solution de Rouge Congo(Annexe) a 1% pendant 20minutes permettant au colorant de se fixer.
L’excédent de colorant non fixé a été ¢liminé et remplacé par une solution de NaCl (Annexe 10)
pendant 30minutes. Finalement, le NaCl a été éliminé et les boites rincées délicatement a 1’cau

distillée (Romano Mwirichia et al., 2010).

Les zones de lyse apparaissent alors décolorées (un jaune-orange) par rapport au reste du milieu

qui est rouge (Moubasher et al., 2010).
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1. Isolement des levures

Les denrées alimentaires (lait (H), lait caillé (R) et petit lait (L)) ainsi que les déchets issus
de I'alimentation (déchet de pomme de terre) ont permis l'isolement de 7 souches levuriennes
(Figl2).

Ces souches ont donné une bonne croissance sur le milieux YPG, aprés incubation

a 30°C pendant 2 a 7 jours.

M lait
M petit lait
lait caillé

mP.P.T

Figure 12:Fréquence des souches levuriennes.

Le nombre de levures isolées par échantillon est entre 1 et 2. Nous avons constaté que la

densité des levures est presque similaire dans les 4 échantillons.

Les levures sont trés largement répandues dans I’environnement. Ce sont des
microorganismes eucaryotes généralement saprophytes et elles sont présentes dans des habitats
terrestres, aquatiques et aériens. Les produits laitiers aussi constituent un bon environnement
pour le développement des souches levuriennes a cause de leur richesse en protéine, en sucres,
en lipides, en acides organiques et en sels minéraux (Gadaga et al., 2000 ; Alvarez-Martina et
al., 2007).

Les levures préferent les milieux riches en glucides. Et ¢ca montre que ces échantillons

sont riches en glucides et d’autres nutriments qui sont nécessaires pour la croissance levuriennes

(Ali et Khan, 2013 ; Zahida et al., 2014).

L’isolement des levures a partir de produits laitiers de vache et de pelure de pomme de
terre a éteé effectué sur milieu YPG additionné d’un antibiotique selon la méthode de dilution
décimale. L’antibiotique sert comme un inhibiteur de la croissance bactérienne ; car les bactéries

sont naturellement présentes en grande quantités dans les produits laitiers (Wouters et al., 2002).
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Un total de 123 d’isolats levuriens est obtenu a partir de différents échantillons de
produits laitiers de vache, récoltés de la région de Constantine et de grignon d’olive variété
locale « Chemlal» (GOC), obtenu d’une huilerie située a Skikda (Betaiche, 2014).

Il a été, aussi, révélé que les dattes présentent un biotope favorable pour les levures
comme Hansenla porauvarum, Clavispora lusitaniae et Kodamae aohmeri (Rezzki, 2014 ;
Benda et al., 2008 et Lachance et al., 2001).

L’analyse des résultats obtenus montrent que les pelures de pomme de terre ; le lait caillé
et le petit lait renferment plus de souche de levure (28.5%) par rapport au Lait de vache (14.5% )
(Figure 12). Ce résultat s’explique probablement par la différence de composition en éléments
nutritionnels (teneur en sucres, minéraux, eau, etc.) entre les échantillons étudiés ainsi que les

différentes exigences nutritionnelles des souches.
Le codage des souches isolées est exprimé dans le (tab 05).

Tableau 05: Origine et codage des souches isolées.

origine Code des souches
Lait S1
Lait caillé S3, 54
Petit lait S5, S6
Pelures de pomme de terre S7, S8

2. ldentification des levures

Les cultures sont identifiées comme levures en se basant sur 1’observation des caractéres

morphologiques (macroscopique et microscopique) des colonies isolées.

L’ensemble des levures isolées forment des colonies de couleur blanche-creme —orange a
crevette sur milieu YPG Agar. La forme des colonies est ronde. Les résultats obtenus sont

illustrés dans la (fig 13).
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Creme orange crevette blanche

Figure 13: Couleur des isolats.

2.1. Caractéristiques morphologiques

Les observations microscopiques et macroscopiques de la morphologie des cellules en

milieu solide sont variables d’une souche a une autre.
2.1.1. Aspects macroscopiques (aspects au milieu solide)

Apreés culture de 3 jours a 30°C sur milieu YPG, les résultats sont présentés dans le (tab 06),
Il ressort que la plupart des souches possedent en commun la forme ronde, la surface lisse et
bombée a ’exception la souche 7 qui a une surface plate. Pour la couleur des souches : S1 est
crevette, S3 et S6 ont une couleur orange, S4 et S7 ont une couleur créme, S5 et S8 ont une

couleur blanche.

Tableau 06: Caracteres culturaux des souches de levures isolées aprés une culture de 3 jours sur

YPG a 30.
Code des Caracteres culturaux sur
. ] Aspect des souches
souches milieu solide
- Ronde
- Bombée

- Surface lisse
S1
- Crevette

- Brillante et crémeuse
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S3

Ronde
Bombée
Surface lisse
Orange

Brillante et crémeuse

S4

Ronde
Bombée
Surface lisse
Creme

Brillante et crémeuse

S5

Ronde
Bombée
Surface lisse
Blanche

Brillante et crémeuse

S6

Ronde
Bombée
Surface lisse
Orange

Brillante et crémeuse
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S7

Ronde

Plate
Surface lisse
Creme

crémeuse

S8

Ronde
Bombée
Surface lisse
Blanche

Brillante et crémeuse

2.1.2. Caracteéristiques microscopiques

L’observation microscopique permet de déterminer la forme et la taille des cellules des

levures sélectionnées (tab 07).

Tableau 07: caractéeres morphologiques des souches de levures isolées cultivées pendant 2 jours

a 30°C dans YPG.
Code des ) Aspect microscopique (grossissement
Forme et taille des cellules
souches x100)
Ovale a allongée
S1
Grande
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Ronde
S3
Petite
Ronde
S4
Petite
Ovale
S5
Grande et petite
Ronde
S6
Grande et petite
Ovale
S7
Grande et petite
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Ovale a allongée
S8
Grande

2.2. Caractéristiques physiologiques

Les caractéristiques physiologiques ont été obtenus a partir des tests de fermentation et

d'assimilation des substrats azotés par la méthode classique.
2.2.1. Fermentation des sucres

Les résultats de la fermentation des sucres par les levures sélectionnées sont regroupés
dans le (tab 08). Le test positif de la fermentation est reflété par la présence du gaz dans la
cloche (Fig 14).

Tableau 8: Résultats du test de fermentation de différents sucres par les isolats de levures

Fermentation des sucres
Code des souches
Saccharose Maltose lactose Galactose
S1 - - ++ ++
S3 - - ++ ++
S4 - - ++ ++
S5 + ++ + ++
S6 - + + +
S7 ++ + ++ ++
S8 + ++ + +

(+ : test positif ; - : test négatif ; ++ : forte production)
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+ ++ -

Figure 14: Résultat du test de fermentation.

De ce tableau, il ressort que :
-Les souches S1, S3, S4 sont capables de fermenter : le lactose et le galactose.

-Les souches S5, S7 sont capables de fermenter : lactose, le saccharose, le maltose et le

galactose.
- Les souches S6, S8 sont capables de fermenter : le maltose, le lactose et le galactose.
2.2.2. Assimilation des substrats azotés

La variation de I’assimilation des substrats azotés par les levures étudiées est présentée
dans le (tab 09).

Un résultat positif correspond a la formation des colonies autours des disques (fig 15).

Tableau 09:Résultats du test d’assimilation des sources azotées des souches de levures isolée.

Assimilation des substrats azotées

Code des
Acide
souches ) Alanine  Tryptophane Nitrate de potassium (KNO3)
glutamique
S1 - - - -
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s3 - - - -

s4 . . - -

S5 : . - -

S6 - - - -

s7 + - - -

S8 - - - -

(+ : test positif ; - : test négatif)

D’aprés les résultats présentés dans le tableau 09, il ressort que toutes les souches isolées ont

donné des résultats négatifs, sauf la souche S7 qui assimile 1’acide glutamique.

Figure 15:Résultat d’assimilation des substrats azotés.

3. Mise en évidence des activités enzymatiques

Les tests de la mise en évidence des différentes activités enzymatiques : amylolytique,
maltasique, pectinolytique et protéolytique chez les souches de levures isolées révelent que
toutes les isolats de levures testés ont montré au moins une activité enzymatique (tableau 10).
Selon (Gana et al.,2014), les microorganismes représentent une bonne source de biomolécules
telles que les enzymes qui revétent une grande importance commerciale et industrielle, ce qui a
conduit a I’isolement de microorganismes importants du point de vue biotechnologique. Ajoutant

a cela que les levures se sont révélées étre de bonnes sources d’enzymes. De plus,(Banakar et
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Thippeswamy 2012) ont rapporté que les microorganismes sont actuellement la principale

source d'enzymes industrielles, dont 50% proviennent de champignons filamenteux et de levures.
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Tableau 10:Mise en évidence des activités enzymatiques des 7 souches de levures sélectionnées.

enzyme
a-amylase maltase protéase pectinase

souche

S1 + + + +

S3

S4 + + -+ +

SS

Seé + + + +

S7 = = -+ == +

S8 + + = +

(+ : test positif ; - : test négatif)
3.1. Screening des souches productrices de I’a-amylase

L’étude a montré que toutes les souches étudiées sont productrices de cette enzyme (tableau

10) car, elles montrent apres révélation avec lugol des zones claires.

Le résultat du test de la mise en évidence de I’activité a-amylolytique chez I’ensemble des
levures isolées a montré qu’aprés 3 jours d’incubation a 30°C sur milieu YPSA un
développement d’un halo clair est observé dans les boites ensemencées avec les toutes les

souches S1, S3, S4, S5, S6, S7 et S8 (Fig 16).
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S1 S3 S4

Figure 16: Mise en évidence de a-amylase

Selon la littérature, la production des amylases extracellulaires est déja signalée chez
plusieurs souches de levures appartenant aux especes de Arxula adeninivorans,Candida
japonica, Filobasidium capsuligenum, et aux genres de Lipomyces, Saccharomycopsis,
Schwanniomyces(Sujeeta et al., 2017). D’autre part, (Merabti,2006) a pu isoler une souche de
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levure, appartenant au genre Lipomyces sp., qui est capable de produire une activité amylolytique
¢levée sur milieu PDA a 1% d’amidon. De maniére similaire, (Benaouida, 2008) a isolé a partir
des échantillons de sol, une levure Schwaniomyces sp. qui produit une bonne activité

amylolytique sur le méme milieu.
3.2. Screening des souches productrices de maltase

Six souches ont produit la maltase (S1, S3, S4, S6, S7). Seulement la souche S5 quin’a
pas produit cette enzyme, aprés révélation avec rouge congo, les souches productrices montrent

des zones claires de forme d’anneau (Fig 17).

S1 S3 S4

Figure 17: Mise en évidence de la maltase

En effet, nos résultats sont en accord avec ceux présentés par (Temim et Hmaidia,2018)
qui ont étudié I’activité de maltase, chez des 32 souches levuriennes isolées a partir de déchets de

pommes de terre et une souche de levure a partir du yaourt et 5 souches a partir du miel.

Ces résultats sont confirmés par une autre comparaison dans les études de (Ouédraogo,
2012), ou il a montré que parmi des souches levuriennes isolées a partir des pelures de pomme
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de terre ont donnéune bonne activité maltasique. L’étude de (Aichour, 2017) a permis la mise
en évidence de différentes activités enzymatiques : a-amylasique, protéolytique, maltasique,
cellulasique et pectique chez deux souches Meyerozyma guilliermondii et Clavispora lusitaniae

ABS7 isolées d’écosysteémes arides, région de Biskra, Sud Algérien.
3.3. Screening des souches productrices de la protéase

Le résultat du test de la mise en évidence de la production de la protéase chez I’ensemble
des levures isolées a montré qu’aprés 3 jours d’incubation a 30°C sur milieu lait gélosé un
développement d’un halo clair est observé dans toutes les boites ensemencées avec les

différentes souches testées (Fig 18).

S1 S3 S4

Figure 18: Mise en évidence de la protéase.
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Les protéases produites par les souches de levures peuvent probablement libérer des
acides aminés et des peptides a partir des protéines présentes dans les échantillons biologiques
étudiés. En effet, Certaines levures appartenant essentiellement aux genres Saccharomyces,
Rhodotorula, Candida, Debaryomyces. L’activité protéolytique de ces levures est utilisée

particuliérement pour I’affinage des fromages (Kresze, 1991 ; Boiron, 1996).

La présence des levures protéolytique dans le lait pourraient favoriser la croissance
d’autres especes des levures, car les petites quantités d’acide amines et d’acides gras libres
provenant de leur activité enzymatique pourrait contribuer a la croissance importante d’autres
levures (Roostit et Fleet, 1996).

La prédominance des especes de levures connues leur forte activité lipolytique et
protéolytique suggére leur contribution dans le développement de la saveur caractéristique du lait
(Gaborit et al., 2001).

En effet, 40% des enzymes industrielles sont produites par les microorganismes parmi
lesquels, on trouve des souches fongiques (Garcia-Gémez et al., 2009). Aussi, il a été démontré
que les protéases fongiques ont de nombreuses applications pratiques dans la production des
détergents, le traitement de cuir, le domaine alimentaire, le domaine médical, I’industrie

chimique et dans le traitement des déchets (Bessadok et al., 2015)
3.4. Screening des souches productrices de la pectinase

Parmi les sept souches testées ; six qui ont produit la pectinase (S1, S3, S4, S6 et S7). En
revanche, aucune activité pectinolytique n’a été détectée chez la souche S5. Apres révélation

avec lugol 2, Les souches productrices montrent des zones claires de forme d’anneau (Fig 19).
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S1

S3

S4

Figure 19: Mise en evidence de la pectinase.

La production des pectinases utilisées dans l'industrie a été rapportée chez les

microorganismes, notamment les bactéries, les actinomycetes, les champignons filamenteux, et

chez certaines levures (Oskay et Yalgin, 2015).

Les levures présentent des avantages par rapport aux champignons filamenteux dans la

production de pectinases, car elles sont des unicellulaires, leur croissance est relativement simple

dans des milieux de culture économiques et relativement plus facile a réaliser a grande échelle
(Combina et al., 2012 ; Martos et al., 2013 ; Oskay et Yalgin, 2015). Ainsi, (Banakar et

Thippeswamy,2012) ont rapporté que la levure appartenant a I’espéce S. cerevisiae est parmi les

microorganismes les plus étudiés pour la production de pectinases dans les 15 derniéres années.
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Les microorganismes sont une bonne source de biomolécules telles que les enzymes qui
revétent une grande importance commerciale et industrielle, ce qui a conduit a 1’isolement de
microorganismes importants du point de vue biotechnologique. Les levures, par exemple, se sont

révélées étre de bonnes sources d’enzymes.

Dans ce contexte, le présent mémoire a pour objectif I’isolement et le criblage de souches
alevuriennes productrices d’enzymes a intérét biotechnologique, a savoir : I’a-amylase, la

maltase, la protéase et la pectinase.

Sept souches de levures ont été isolées a partir de pelure de pomme de terre, lait de vache, lait
caillé et petit lait sur milieu YPG. Environ 28% des isolats sont obtenus a partir des pelures de
pomme de terre, 14,5%a partir du lait, 28,5% a partir du lait caillé et 28,5% a partir du petit lait.

Les cultures sont identifiées comme levures en se basant sur 1’observation des caractéres

macroscopique et microscopique des colonies isolées,

Pour I’identification physiologique différentes sources de carbone ont été utilisées pour la
fermentation : galactose, saccharose, maltose et lactose. Les résultats ont montré que les souches
S1, S3 et S4 fermentent le lactose et le galactose, Les souches S5 et S7 fermentent le lactose, le
maltose, le saccharose et le galactose et les souches S6 et S8 fermentent le maltose, lactose et

galactose.

Pour I’assimilation des substrats azotés, les résultats ont montré que presque toutes les
souches isolées ne sont pas capables d’assimiler les substrats azotés sauf la souche S7, elle

assimile I’acide glutamique.

Ensuite, un screening a été réalisé sur milieu solide pour la mise en évidence de 4 enzymes a
savoir : maltase, a-amylase, protéase et pectinase. Les souches testées ont été cultivées sur un
milieu & base de substrat inductible pour chaque enzyme, ces milieux solides ont été incubés a
30°C pendant 3 a 5 jours. Les résultats ont montré que la majorité des isolats étudiés sont
producteurs des enzymes : Six souches (S1, S3, S4, S6, S7 et S7) se sont révelées productrices de
I’a-amylase, maltase, protéase et pectinase et une souche (S5) présente une activité amylase et

protéase.

Cette étude de la mise en évidence et la production des enzymes par des souches levuriennes a

donné des résultats tres encourageants qui devront étre complétés par les perspectives suivantes :

- Identification des souches sélectionnées productrices d’enzymes par des techniques de

biologie moléculaire

- Etude de la production quantitative des enzymes révélées par les levures isolées.
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Optimisation du milieu de production a base de déchets alimentaires et industriels meilleur

rendement et un faible co(t :
Purification des enzymes produits, pour un usage alimentaires ou pharmaceutique.

Rechercher chez ces levures d’autres enzymes d’intérét, pouvant ouvrer a d’autres

applications industrielles.
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Milieux de culture et solution

Annexe 1 : Milieu YPG (Yeast Pepton Glucose)

Peptone : ... 20g
Glucose : ..o 20g
Extraitde levure : ...................... 10g
Adar: oo 15¢
Eaudistillée : ....................... 1000ml

pH 5.4+0.2

Annexe 2 : Milieu YCB (Yeast Carbon Base)

e Glucose : 20g

e KH:POs: 1g

e MgSO;s: 0,59

e Agar: 20g

e Eau distillée : 1000ml

pH 5.4+0.2

Annexe 3 : Milieu YPSA (Yeast Peptone Strach Agar)

Extraitde levure : ................ooiil. 15¢

Peptone : ..o 20g
Amidon: ... 20g
AGar 20g
Eaudistillée : ..., 1000ml

pH 5.4+0.2

Annexe 4 :Milieu YPPA (Yeast Peptone Pectin Agar)

Extraitde levure : ... 15¢g
Peptone : ..o 20g
Pectine @ ..o 20g



Annexes

e Faudistillée: ..........ooviiiii . 1000ml
pH 5.4+0.2

Annexe 5 : Milieu YPMA (Yeast Peptone Maltase Agar)

o Extraitdelevure:..............l 15g
o Peptone: ..o 20g
e Maltose: ..o 20g
AN 20g
e FEaudistillee: ..................... 1000ml

pH 5.4+0.2

Annexe 6 : Gélose de lait

CaSBINe &\ . 100g
AGAr co 20g
Eaudistillée :..........oooooiii 1000ml

pH 5.4+0.2

Annexe 7 : Lugol 1

e FEaudistillée:...............ooiill 100ml
e lodure de potassium (K1) :................. 2g
e lodemeétalloide: ............................. lg

Annexe 8 : Lugol 2

e FEaudistillée: ................ooinl 330ml
e Diode(12):.coeiiiiiii lg
e lodure de potassium (KI) :.................. S5g

Annexe 9 : Rouge congo

e RougeCongo: ....coovviiiiiiiiiiiiiaans g
e FEaudistillée:.................. 100ml
Annexe 10 : Na ClI
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e Faudistillée: ..., 100ml

Annexe 11 : Eau de levure

e Extraitdelevure: ...................... 0.5g

Eau distillée: ..........cooveeie ool 100 ml
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Abstract

In this study, we focused on the isolation and selection of yeast strains that produce
enzymes of biotechnological interest. Isolation was performed from four samples: cow's milk,
whey curd, and potato peel. These microbial niches allowed the isolation of 7 strains on YPG.
The identification of the 7 selected strains was carried out through the study of morphological
and physiological characteristics.

A macroscopic study was conducted to determine the cultural characteristics of the isolated
yeast strains, and a microscopic study was performed to determine their shape and size. Different
carbon sources such as lactose, maltose, sucrose, and galactose were used for physiological
identification through fermentation. For nitrogen assimilation, nitrogenous substrates including
glutamic acid, alanine, tryptophan, and potassium nitrate (KNO3) were used. The enzymatic
potential of the studied isolates was evaluated for the production of 4 different enzymes by
culturing microorganisms on different substrates. The enzymes studied were alpha-amylase,
pectinase, maltase, and protease. The results showed that all selected strains produce the
mentioned enzymes, except for strain S5, which does not produce maltase and pectinase.

Keywords:yeast, isolation, identification, enzyme activity.
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été utilisées pour la fermentation a savoir : lactose ; maltose ; saccharose et galactose. Pour
I’assimilation d’azote, les substrats azotés utilisés sont : acide glutamique, alanine, tryptophane et

nitrate de potassium (KNOs).

Le potentiel enzymatique des isolats étudiés a été évalué pour produire 4 enzymes différentes
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