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Introduction

La production d'huile d'olive, posséde un impact significatif sur le
développement socio-économique de la plupart des pays méditerranéens (Munir et al,
2016). L’Algérie fait partie de ces grands pays, apres I'Espagne, I'ltalie, la Gréce et
la Tunisie, qui sont les plus gros producteurs d'huile d'olive par ordre d'importance
(Tsagariki et al, 2007).

En Algérie, le nombre d’olivier se réparti principalement dans trois régions, dont
I’Est occupe la deuxieéme place avec 20% de la superficie total (Jijel, Skikda, Mila, et
Guelma) (Madr, 2018). En plus de sa principale production étant I'huile, I'industrie
oléicole laisse deux résidus majeurs, un liquide appelé margine et un autre solide appelé

grignons d’olive (Nefzaoui, 1991).

La plupart des grignons rejetés dans la nature sont considérés comme une source
de pollution, Parce gu'ils sont contaminés par des champignons ou libére des substances
toxiques dans I'environnement se qui menace la santé humaine (Bataiche, 2014). Pour
compenser cette pollution, il doit étre transformé en produits utiles, notamment dans

les pays industrialisés.

L utilisation des microorganismes pour valoriser ces déchets est une méthode
récente au niveau local, mais déja existe dans les pays developpés. Parmi les
microorganismes utilisés dans cette valorisation, on cite les champignons qui
fermentent les grignons d'olive sur milieux solides pour produire de nombreux
composes aromatiques qui intéressent les secteurs de I'alimentation, du cosmétique ou
encore de la pharmacie (Kademi et al, 2003). Les levures sont des micro-organismes

idéaux impliqués aussi dans la valorisation des grignons.

En effet, les levures sont tres frequentes dans différents produits alimentaires, et
surtout les produits laitiers. La présence de ces microorganismes dans ces produits
riches en lipides, sucres et protéines, est due a ses capacités de produire plusieurs
enzymes (Corbaci et al, 2012). En plus de ces activités enzymatiques, les levures
exercent aussi des activités antimicrobiennes contre les bactéries et les champignons

indésirables.

Ces nombreuses activités biologiques rendent les levures prometteuses pour un
large éventail d'applications qui ne se limite pas au secteur alimentaire (Rima et al,
2012)




Introduction

Les chercheurs scientifiques s'intéressent a I'étude des caractéristiques
biotechnologiques et les activités biologiques des bactéries et des champignons, alors

que les levures sont moins décrites, ce qui donne a notre travail un caractere novateur.

L’objectif principal de notre étude consiste a :

- Isoler des levures a partir de grignons d’olive.

- Identifier et évaluer in vitro les activités biologiques des souches levuriennes isolées.
Dans ce cadre, notre travail est divisé en 3 parties :

La premiére partie, présente une étude bibliographique qui est divisé en 2
chapitres : Le premier rapporte des géneéralités sur les levures, leurs utilisations dans les
domaines industriels..., alors que le deuxiéme focalise sur les différentes activités

biologiques de ces microorganismes.

La deuxieme partie comporte le matériel et les protocoles utilisés dans la

réalisation de cette étude.

La troisieéme partie est consacrée a la discussion et I’interprétation des résultats

obtenus.

Nous terminons par une conclusion générale et une des perspectives possibles pour

poursuivre cette recherche.
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Chapitre 01 : Les levures

1. Définition
Le mot levure vient du mot latin * levare ", qui signifie « lever ou fermenter »,
(Oteng Gyang, 1984) et fait référence a sa capacité de produire le dioxyde de carbone

dans des conditions anaérobies pour fermenter le pain et fermenter les sucres (Kutzman
et al, 2011a).

Les levures sont des micro-organismes eucaryotes qui peuvent obtenir de I'énergie a
partir de réactions d'oxydo-réduction ou de la fermentation de composés chimiques
donc elles sont des hétérotrophes. (Kurtzman et al., 2011).

La levure est un champignon caractérisé par sa nature unicellulaire et généralement
I'absence d'un véritable mycélium. Certains de ces ascomycetes peuvent former du
mycélium ou du pseudomycélium (Kurtzman et al, 2011 et Barnett et al, 2000). Elles
sont microscopiques, nom photosynthétiques et immobiles (Guiraud et Galzy, 1998)
leurs cellules sont généralement ovoides (Figure 01) et varient en taille de quelques

microns jusqu'a 25 a 30 microns (Merabti, 2006).

Figure 1 : Cellule levurienne (Belmaziz et Djalal ,2017)
2. Historique

Depuis plusieurs années, les levures ont été les premiers microorganismes utilisés
par I'homme comme usines cellulaires dans une variété d'applications et de domaines,
notamment dans la production de boissons alcoolisées et de pain par fermentation
(Bouix et Leveau, 1991 ; Pol, 1996) ainsi que la production de protéines recombinantes
d'intérét pharmaceutique, divers produits chimiques, et plus récemment, la production
de bioéthanol (Lim et al, 2011 ; Martin et al, 2012 ; Neagu et Bahrim, 2012 )
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Ce sont aussi les premiers micro-organismes a étre observés au microscope par Van
Leeuwenhoek Antoni en 1680 qui les a dessinées. Avec les travaux de pasteur (1866-
1876) les levures sont identifiées comme agents des fermentations. En 1881, HANSEN
Emile rapporte l'isolement de la premiére souche pure de Saccharomyces a partir de
moQt. D'autres espéces de levures ont ensuite été identifiées de 1950 a 1970
(BASMAJI, 2005). La levure est actuellement le matériel d'essai de choix en raison de

son double statut microbien et eucaryote (Pol, 1996).

3. Habitat

La levure est une espéce omniprésente qui est tres répandue dans la nature. On les
trouve dans les plantes riches en sucres directement assimilables (Bouix et Leveau,
1991). En effet, les milieux riches en sucre tels que les sirops, le miel, les fleurs et de
nombreux fruits (pommes, raisins) font partie des milieux privilégiés (Leclerc, 1975 et
Oteng-Gyang, 1984). Les levures se trouvent sur et dans d'autres organismes, dans
I'eau, l'air et le sol (Leveau et Bouix, 1993 et Pol, 1996). De plus, le sol est un grand

réservoir qui assure la survie dans les mal conditions (Leclerc, 1975).

4. Morphologie et Structure

Les levures sont des cellules typiques d’eucaryotes. La structure de ces especes se
differe de celle des bactéries par sa complexité, notamment en raison de la présence de
noyaux cellulaires, de mitochondries, dappareils de Golgi et de multiples
chromosomes. (Saccharomyces cerevisiae a 16 chromosomes) (Labrecque, 2003)
(Figure 02). Les cellules vegétatives sont genéralement ovales ou sphériques, mais ont
d'autres formes spécifiques : pointue, Triangulaire, en forme de citron et méme en
forme de bouteille. La taille de leurs cellules se differe de quelques microns a 25-30
microns. Certaines peuvent former des amas cellulaires ou apparaitre sous forme
filamenteuse a certains stades de leur vie (Bouix et Leveau, 1991). Les colonies sont
généralement de couleur blanche (rarement roses ou rouges) et régulieres (Guiraud,
1998).
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Figure 2 : Structure cellulaire d’une levure (Guery et Mcirdi, 1994).

5. Reproduction

La levure est un champignon qui se reproduit de maniére tres spécifique. Selon les
conditions environnementales (favorables ou défavorables), la levure peut se reproduire
via le cycle sexuel (sporulation) (Larpent et Larpent-Gourgaud, 1997), Ou via la
reproduction asexuée, qui est le cycle reproducteur dominant (végétatif) chez la plupart

des levures (Bonaly, 1991).

5.1. Reproduction asexuée

Elle peut se faire par bourgeonnement ou par fission binaire

5.1.1. Bourgeonnement

La reproduction asexuée se produit par bourgeonnement. De petits amas saillants
apparaissent a la surface de la cellule mere, se développent progressivement et se
détachent lorsqu'ils atteignent la méme taille. Dans le méme temps, le noyau de la
cellule mére migre vers la périphérie, se dilate, imprégne en partie le bourgeon. 1l peut
alors se détacher de la cellule mére, y laissant une petite "rayure"(Figure 03et 04).
Les cellules filles ainsi générées croissent jusqu'a atteindre environ les deux tiers du
diametre de la cellule mere puis générent de nouvelles pousses (Guinet et Godon,
1994).
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Figure 3 : la reproduction asexuée d'une levure par bourgeonnement (Thuriaux,
2004).

Figure 4 : Bourgeonnement d’une cellule de levures (Klei et al, 2011).

5.1.2. Fission binaire

Ce mode de multiplication végétative se traduit par la formation d'une paroi
transversale a l'axe longitudinal de la levure (Figure 04). (Chez le genre
Schizosaccharomyces) (REZKI-BEKKI, 2014).

5.2. Reproduction sexuée

De plus, les populations de levures subissent un cycle de vie complexe dans lequel
on trouve alternativement les cellules haploides et diploides, et la reproduction sexuée
est accomplie par I'accouplement des deux cellules pour former un ceuf fécondé. Apres
différenciation et méiose, un asque a quatre ascospores haploides se forme (Figure
05) (Oteng-Gyang, 1984).
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Figure 5 : Reproduction sexuée d'une cellule levurienne (Thuriaux, 2004)

6. Classification des levures

La taxonomie de référence actuelle est celle de (Kreger-Van, 1984), avec des
changements significatifs par rapport a la taxonomie précédente de (Lodder, 1971). En
particulier, de nouveaux critéres taxonomiques sont envisagés pour permettre des
Il

taxonomiquement environ 60 genres et prés de 500 espéces (Kreger-Van, 1984). Les

enquétes plus rigoureuses. sagit d'un groupe hétérogene comprenant

levures sont principalement classées en trois classes :

Ascomycetes : Genres sexués dans lesquels les ascospores (produits de la
méiose) sont endogenes et se trouvent dans I'ceuf fécondé (asque).
Basidiomycete : Hybrides dans lesquels ou basidiospores (les produits
méiotiques) sont exogenes et sont excrétés a l'extérieur de I'ceuf fécondé.
Deutéromycétes ou levure défectueuse contrairement aux classes
précédentes La reproduction asexuée se fait uniquement par reproduction

végetative (genres asexués).
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Tableau 1 : les différentes classes des levures (Alphonse et al, 2004).

Classes ordres Familles Sous familles Genres
Shizosacchromyces

Hanseniaspora

Lipomyces
Shizosaccharomycetoideae Debaryomyces

Ascomycates Endomycétales Spermophthoraceae !\ladsonlod_eae Hansenula
Saccharomycetaceae Lipomycetoideae Kluyveromyces

Saccharomycetoideae Pichia

Saccharomyces

Coccidiascus

Ustilaginales Filobasidaceae Filobasiddium
Levures a téliospores Leucospiridium
Basidiomycétes Tremellales Sirobasidiaceae Sirobasidium
Tremellaceae Tremella
Brettanomyces
Candida
Deuteromycétes | Blastomycétales Cryptococcaceae Cryptococcoideae Cryptococcus
Sporobolomycetaceae | RhodotoruloideaeTrichosp Torulopsis
Rhodotrula

oroideae

Trichosporon
Sporobolomyces

7. Conditions de croissance

La levure doit trouver les éléments nécessaires a la synthése cellulaire et des
conditions physico-chimiques favorables dans le milieu extérieur pour se maintenir, se

développer et se reproduire.

7.1. Conditions physico-chimiques de croissance

e Oxygene

Toutes les levures peuvent se développer en présence d'oxygéne, mais les levures
strictement anaérobies n'existent pas. Certaines levures sont strictement aérobies,
comme Rhodotorula. D'autres sont des anaérobies aérobies facultatifs, préférant le
métabolisme fermentaire (ex. Saccharomyces) ou respiratoire (ex. Candida,

Kluyveromyces) (Bouix et Leveau, 1991).




Chapitre 01 : Les levures

e Température
La température normale nécessaire a la bonne croissance des levures est de 25 a 30 °C.
En effet, il existe des levures psychrophiles, mésophiles et thermophiles (50°C chez
Candida slooffii, Saccharomyces telluris) (Bourgeois et Larpent, 1996).

opH

La levure a tendance a coloniser les milieux acides (sa membrane cellulaire est
imperméable aux ions HsO+ et OH-, et son métabolisme acidifie davantage le milieu.
La levure vit donc dans la plage de pH de 2,4 a 8,6 (Bourgeois et Larpent, 1996).
Cependant, Phaff et ses collaborateurs (1978) ont noté que la plupart des levures

connues, ont une bonne croissance a des pH proches de 3.
e Pression osmotique et ’activité d’eau

La plupart des souches ne peuvent pas pousser en dessous d'une activité de l'eau
de 0,90. En général, les levures résistent mieux a la pression osmotique que les bactéries
en accumulant des polyols comme osmoprotecteurs (bétaine, glycérol). Par conséquent,
certaines especes sont osmophiles mais ont un metabolisme lent. Ces levures sont dites

(xérotolérants) tolérantes a la sécheresse (Bourgeois et Larpent, 1996).

7.2. Conditions nutritionnelles

e Source de carbone

Cette source posséde une grande importance pour les levures car elle fournit
I’énergie nécessaire a I’activité cellulaire et la formation des composants cellulaires.
La levure utilise souvent des glucides, en particulier des monosaccharides (par exemple
glucose, fructose), des disaccharides (par exemple maltose, saccharose) et des tri-
saccharides (par exemple maltotriose) comme principales sources de carbone et
dénergie (Rezki 1-Bekki, 2014). Certaines autres levures utilisent des sources de
carbone non conventionnelles. Elles peuvent oxyder les acides organiques (acide

citrique, acide lactique, etc.) et les alcools (éthanol, glycérol) (Oteng,gyang, 1984).

e Source d’azote

La plupart des levures peuvent assimiler diverses sources d'azote organique
(peptones, extrait de levure, glutamine, purines, bases pyrimidiques, etc.). L'extrait de

levure est un stimulateur majeur de la croissance microbienne, en particulier de la




Chapitre 01 : Les levures

levure (Deak, 2006) et est une source inorganique pour la biosynthese d'acides amines,
de protéines, d'acides nucléiques et de vitamines (Deak, 2006). Pratiquement toutes les
levures peuvent utiliser I'azote minéral tel que les sels d'ammonium utilisés dans les
milieux (Bourgeois, 1996). Contrairement a Hansenula et Citeromyces, certains genres
de levures ne peuvent pas utiliser de nitrates : Saccharomyces, Kluyveromyces, Pichia
et Debaryomyces. (Bourgeois, 1996).

e Minéraux, oligoéléments et vitamines

La levure a également besoin de sels minéraux et d'oligo-éléments pour sa
croissance, mais a de tres faibles concentrations (Larpent et Sanglier., 1992). De plus,
d'autres facteurs comme les vitamines (biotine, thiamine, acide pantothénique) qui
interviennent dans les réactions enzymatiques comme les coenzymes sont
indispensables (Botton et al. 1990).

8. Métabolisme
8.1. Métabolisme oxydatif

Ce type de metabolisme nécessite la présence d'oxygéne et une concentration
limitée de substrats pour éviter un basculement métabolique vers la production
d'éthanol et d'autres co-métabolites, Dans ces conditions, le glucose est oxydé via la
glycolyse, le cycle de citrate et les voies de phosphorylation oxydative. (Rose et
Harrison, 1971et Van Dijken et Scheffers, 1986).

Ce meétabolisme, conduisant a la formation de CO. et HO, est tres actif et
énergétique et permet aux levures de rester vivantes, de synthétiser de la matiére
organique et de produire de la biomasse (X) avec des rendements cellulaires élevés
(Lai, 2010). Dans ce cas, l'oxydation des sucres est compléte et le bilan énergétique

théorigue de cette voie métabolique est donné par cette équation :
CsH1206 + 6 O2 + 28Pi + 28 ADP— X+ 6 H2O + 6 CO, + 28 ATP

8.2. Métabolisme fermentaire

Dans la vie anaérobie, la levure peut fermenter le glucose en éthanol et en dioxyde
de carbone tout en produisant du glycérol et certains acides et esters (Leyral et Vierlin,

2007 et Lai, 2010). Le rendement de conversion de la biomasse a partir du glucose est
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5 fois inférieur et 'ATP produit est 18 fois inférieur par rapport aux conditions aérobies

(Hencké, 2000). L'équation globale de la fermentation est :

CsH1204+ 2 Pi + 2 ADP => 2 C2Hs0OH + 2 COy+ 2 ATP + chaleur

9. Applications des levures en Biotechnologie

La levure est utilisée par 'nomme depuis des milliers d'années dans une grande
variété d'applications fondamentales et industrielles dans les domaines de la science, de
l'alimentation, de la médecine et de l'agriculture. La levure est traditionnellement
impliquée dans la fermentation de nombreux aliments et produits tels que le cidre, la
biére, le saké le vin, les produits de boulangerie, le fromage, les saucisses et autres
aliments fermentés. Les procédés industriels utilisent depuis longtemps les levures dans
la production d'éthanol carburant, de protéines unicellulaires (SCP) pour l'alimentation
animale, ou encore d'enzymes industrielles, de vaccins et de caroténoides (Djekrif,
2016 ; Buzzini, 2000 ; Jacob, 1997). (Figure 06).

9.1. Boissons alcoolisées

Le réle traditionnel de la levure est dans la production de boissons alcoolisées, dont
la production est basée sur la fermentation alcoolique, dans laquelle les sucres simples
sont fermentés en éthanol. Ils sont impliqués dans la production de vin et de biere
(Coulibaly et al, 2014). Saccharomyces cerevisiae est la levure la plus couramment
utilisée (Leveau et Bouix, 1993).

9.2. Boulangerie
Une autre utilisation ancienne est la cuisson du pain. Le dioxyde de carbone libéré
lors de la fermentation augmente le volume de la pate et lui donne une texture plus

légere (Dali et Hamame, 2016). La levure la plus utilisée est Saccharomyces

cerevisiae (Simon et Meunier, 1970 et Cofalec, 2006).

9.3. Affinage du fromage

Les levures sont impliquées dans l'affinage du fromage car elles ne peuvent pas
utiliser les acides organiques comme source d'énergie ou de carbone (Larpent, 1991).
La consommation de l'acide lactique produit par les bactéries lactiques a partir du

composant du lait permet de réduire I'acidité du caillé (Leveau et Bouix, 1993).
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9.4. Recherche biomédicale

Aujourd'hui, les levures sont largement utilisées dans la recherche biomédicale en
raison de leur double statut de microbes et d'eucaryotes. En effet, a la différence aux
bactéries, les levures peuvent produire des protéines glycosylées. La levure
génétiquement modifiée produit des antigenes de surface du virus de I'hépatite B utilisés
dans les vaccins contre I'hépatite. Certains D'autres produisent de I'aloumine sérique
humaine, des facteurs de croissance, des hormones et d'autres protéines utilisées dans
le domaine biomédical (Walker, 2009 et Rezki-Bekki, 2014).

BM: Protéines
thérapeutiques

Industrie Boissons
fromageére alcoolisées

Outils de recherche et
de pédagogie

‘ Vitamine 1

Biomasse

Levure de
boulangére

)

Enzyme

|

Alpha amylase
Glucoamylase
protéase

Figure 6 : Les différents domaines d’application des levures (Bourat, 1992).

10. Production des enzymes par les levures

Selon Reiss, 2007, le marché mondial des enzymes industrielles a augmenté de 6,5
%chaque année. Dans certains pays, la production d'enzymes représente plus de 30 %
de l'industrie biochimique nationale comme c’est le cas dans la Finlande. En 2015, les
lipases représentaient 38,5 % du marché mondial, suivies des amylases avec 30,5
%. (Morvan, 2010).

En tant qu'usine de cellules, la levure est actuellement la source la plus utilisée
pour un large éventail d'applications de l'industrie biotechnologique. (Singh et al,
2015). Elle constitue l'une des sources importantes d'enzymes commerciales en raison
de sa capacité polyvalente et de ses faibles exigences permettant de donner des grandes

quantités de biomasse a faible codt. (Pol, 1996).
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Les enzymes de levure sont de plus en plus utilisees dans l'industrie agro-
alimentaire, pour accélérer les processus et réduire les colts énergétiques du produit
final. La recherche de nouvelles enzymes de levure avec des applications industrielles
potentielles continue de croitre. Des levures telles que Pichia pastoris, Saccharomyces
cerevisiae et Hansenula polymorpha sont actuellement utilisées pour la production
industrielle de protéines et d'enzymes, y compris des protéines pharmaceutiques.
(Johnson et Echavarri-Erasum, 2011).




Chapitre 02 :
Activites biologiques
des levures



Chapitre 02 : Activités biologiques des levures

La levure est un composant important de la microflore de nombreux aliments. Ces
microbes sont généeralement abondants dans les produits laitiers, suggérant qu'ils sont
bien adaptés aux substrats riches en protéines, lipides, sucres et acides organiques. Cette
large diffusion est due a la production d'activités enzymatiques protéolytiques et
lipolytiques extracellulaires par la souche de levure et a l'assimilation et/ou la
fermentation du sucre. (Corbaci et al, 2012).

Un certain nombre des activités biologiques diverses, y compris une activité
antibactérienne contre les bactéries et les champignons indésirables, rendent la levure
prometteuse pour une large gamme d'applications, non limitées au secteur alimentaire
(Rima et al, 2012).

1. Activités enzymatiques
1.1. Généralité sur les enzymes D’origine fongique

Depuis longtemps, Les enzymes jouent un réle principal dans les tentatives de
I’homme d’utiliser les systemes biologiques a des objectes diverses. Elles sont utilisées
dans : la fabrication des fromages, la boulangerie, la brasserie, la production
d’antibiotique, et dans la fabrication de produits de base comme I’indigo, le cuir, et le
lin. Elles se trouvent ¢galement dans les domaines de 1’industrie textiles, 1’industrie
alimentaire et des boissons, jus de fruit en passant par le café et le thé et le vin. Aussi
la production de détergents et de papier (Kavanaghe, 2018). Les enzymes d’origine
microbienne sont extraites de bactéries ou des champignons fermentés. Les enzymes
microbiennes représentent environ 90% de toutes les enzymes produites
commercialement, les sources les plus connues d’enzymes microbiennes sont Rhizopus

nerveus, Bacillus licheniformis, Aspergillus niger (Al-Zuhair et Taher, 2016).

L’arsenal enzymatique fongique est composé d’enzymes hydrolytiques, oxydatives
et ligninolytiques, largement utilisées dans les biotechnologies industrielles et
environnementales (Mtibaa, 2019). Les enzymes d’origines fongiques restent toujours
les outils clés de la biotechnologie et reflétent de plus en plus I’importance et le rdle
infini des moisissures dans les différents applications alimentaires, le genre Aspergillus
(Aspergillus awamori, A. niger , A. oryzae ) est un bon exemple de production des

amylases , la cellulase, I’invertase, la pectinase et des protéases considérés comme des
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catalyseurs biologiques en glucoserie , brasserie et pour la fabrication de boisson
(Zhang et al,2018).

1.2. Définition des enzymes

Les enzymes sont des catalyseurs biologiques qui accélérent les réactions
biochimiques dans les organismes vivants ils peuvent également étre extraits des
cellules et ensuite utilisés pour catalyser un large éventuel de processus

commercialement important (Robinson, 2015)

Elles sont tres spécifiques a la fois dans les réactions qu’elles catalysent et dans le
choix des réactifs appelées substrat, ces molécules sont des protéines et présentent tous
les propriétés d’une protéine ainsi les traitements de ces enzymes influencer par la
température, pH ou autre agents denaturant qui peut entraine une perte totale de
I’activité catalytiques (Bhatia, 2018). Alors que ces proteines catalytiques peuvent
accélére fabuleusement la vitesse d’une réaction, jusque a 1019 fois, il faut tout fois
garder a Desprit que la majorité de ces enzymes est d’origine microbienne

majoritairement fongiques (Durand, 2017).

1.3. Principaux enzymes d’intérét industriel
1.3.1. Pectinase

Les pectinases (EC 3.2.1.15) forment un groupe unique, complexe et hétérogene
d'enzymes différentes. Elles agissent particulierement sur les substrats pectolytiques,
notamment les polymeres de pectine représentant les polysaccharides primaires de la
paroi cellulaire primaire et de la lame médiane de la paroi végétale. Cet effet est
réesumé par le clivage de lacide polygalacturonique (PGA) en acide
monogalacturonigue, ouvrant les liaisons glycosidiques et réduisant ainsi lI'adhérence
intracellulaire et la rigidité des tissus (Fogarty et Kelly, 1983). Cela entraine a son tour
une degénerescence de la paroi cellulaire, une rupture cellulaire et donc des
symptémes de macération (Bateman et Basham, 1976).

De nombreuses pectinases sont produites par des bactéries, des champignons et des
levures. Certaines souches de levure telles que Saccharomyces cerevisiae peuvent
produire de la pectinase (Radoi et al, 2005 ; Sieiro et al, 2003 ; Blanco et al, 2002;

Gainvors et al, 2000). Cette enzyme est utilisée dans différent procédés industriels
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tels que : l'industrie des pates et des papiers, La clarification des jus de fruits et
I’assouplissement des fibres dans I'industrie du textile.

Les bactéries produisent essentiellement de la pectate lyase, bien que la présence
de  pectinase  soit  parfois détectée chez  certaines  bactéries
Leuconostoc sp. LLnl (Bekhouche et al, 2006), Erwinia carotovora (Basset et al,
2000), Bacillus sp. RK9 (Fogarty et Kelly, 1983), Pseudomonas marginalis CFBP
1287 (Membre et Burlot, 1994).

On les retrouve également dans les plantes, notamment les fruits, et participent a
leur maturation. lls sont également identifiés dans le regne animal car ils sont présents
dans les insectes tels que la salive gélifiée des pucerons (Guo et al, 2006), les
nématodes (Popeijus et al, 2000), ou les sucs digestifs des escargots

Ces enzymes sont répertoriees comme les enzymes les plus importantes dans le
domaine industriel (Kashyap et al, 2001), Parce qu'ils sont utilisés frequemment et
diversement. Citons par exemple la pectinase acide qui est utilisée pour I'extraction et
la clarification des jus de fruits (Rombouts et Pilnik, 1986) et les pectinases alcalines
font l'objet d'une large utilisation dans le decapage des fibres de ramie (Cao et al,
1992).

1.3.2. Amylase

L'a-amylase (EC 3.2.1.1) est une endo-1,4-a-D-glucane glucohydrolase. Cette
enzyme se trouve chez les animaux, les plantes et les micro-organismes et catalyse
I'hydrolyse des liaisons a-1,4 glycosidiques dans les polysaccharides tels que I'amidon,

le glycogene et certains oligosaccharides (Pinto et al, 2020).

Industriellement, les a-amylases sont principalement isolées a partir de sources
bactériennes et fongiques (Tableau 02). (Ferreira et al., 2021), Parce que les micro-

organismes produisent de grandes quantités d'a-amylase (Wang et al, 2020).
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Tableau 2 : Quelques micro-organismes producteurs d'a-amylase

Micro-organisme Espéces Références
Levures Clavispora lusitaniae. Dakhmouche-Djekrif,
2016.
Pichia pastoris. Wang et al, 20109.
Cryptococcus flavus Barros et al, 2009.
Saccharomyces Martinez et al, 2016.
cerevisiae
Moisissures Bacillus licheniformis. Fincan et al, 2021.
Bacillus megaterium. Shofiyah et al, 2020.
Pseudoalteromonas sp. | Sanchez et al, 2019.
Bacillus subtilis. Zheng et al, 2021.
Pseudomonas. Kizhakedathil et C, 2021.
Bactéries Phohiota microspora. Janic¢kova et Janecek,
2020.
Aspergillus niger. Avwioroko et al, 2018.
Trichoderma harizianum | Kalia et al, 2021.
Aspergillus oryzae Melnichuk et al, 2020.
Serendipita indica. Janickova et Janecek,
2020.

L'alpha-amylase, I'une des enzymes industrielles les plus importantes, a une large
gamme d'applications industrielles (Tableau 03). Elle représente environ 30 % de la
production mondiale d'enzymes (Fincan et al, 2021). C’est une enzyme généralement
inductible qui est généralement induite en présence d'amidon ou de ses

hydrolysats (Prajapati et al, 2015).

Tableau 3 : Différents domaines d’application des a-amylases.

Industries Applications Références

Biocarburants | -Développement de biocarburants de | Oner, 2006
premiére génération pour la production
de bioéthanol

Détergents -Augmente le pouvoir blanchissant. Gupta et al, 2003
-Décomposition des résidus d'amidon
tels que pommes de terre, sauces,
crémes et chocolats.

Boissons -Fabrication dalcool éthyliqgue, de | Mamo et al, 1999
boissons gazeuses et de jus de fruits.
-Achat de biére dite peu colorée, qui ne
contient pas de dextrine.

Environnement | -Traitement des eaux usées pour | Malhotra et al, 2002
I'élimination de lI'amidon
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Sucrerie -Une simple opération d'extraction et de | Van der maarel et al,
raffinage du saccharose de la betterave | 2002 et Martin et al,
ou de la canne élimine les traces | 2003

d'amidon génant le raffinage.
-Préparation de sirop sucré a base de
fécule de mais et sirop de chocolat.

Textile, la -Découpage de tissus, papeterie, | Teodoro et al, 2000
tannerie, de la | tannerie
papeterie

-Régulation de Il'activité diabétique de la | Pandey et al, 2000 ;
Biscuiterie et | farine de blé
Planification | - Formation de miettes molles dans la | Malhotra et al, 2002
boulangerie.

1.3.3. Laccases

La laccase (EC 1.10.3.2, p-diphénol oxydase) est une oxydoréductase de type
ligninase bleue qui peut dégrader la lignine (Madhavi et Lele 2009, Camarero et al,
2005). Elle représente un ensemble d'enzymes spécifiqguement impliquées dans le

brunissement enzymatique des fruits et légumes (Nicolas et al, 2003)

Elles appartiennent a une famille de protéines multicuivres qui utilisent
l'oxygéne pour oxyder de nombreux composés phénoliques par des mécanismes

radicalaires (Jeanneau, 2005).

Ces enzymes sont produites par des cellules eucaryotes telles que des
champignons, des plantes et des insectes (Mayer et Staples, 2002). La laccase, en
revanche, est produite par les ascomycetes, les champignons imparfaits et les
basidiomyceétes dans les champignons en général, et est particulierement abondante
dans de nombreux champignons de la pourriture blanche qui dégradent la lignine
(Kunamneni et al, 2007).

Les laccases fongiques ont un potentiel redox plus élevé que celui des laccases
végétales ou bactériennes jouent un role dans la morphogenése, I’interaction fongique
plante-pathogéne/ hote, la sporulation la défense contre le stress, la production des
pigments, la formation de corps de fructification et la délignification (la biodégradation
de la lignine) (Bajai, 2017).
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Les laccases font une source importante et potentiellement intéressante d'enzymes
par leur abondance et leur diversité (Levavasseur, 2007). De nombreuses applications
industrielles de la laccase ont été proposées, notamment la boulangerie, le papier, la
synthése organique, I'environnement, lalimentation, la pharmacie et la

nanobiotechnologie (Tableau 04). (Kunamneni et al, 2007).

Tableau 4 : Domaines d’application des laccases

Industries Application
-La décoloration (dégradation des colorants, décoloration)
Industries des utilisant des systemes médiateurs. (Camarero et al, 2005,
Baldrian, 2004, Knutson et Ragauskas, 2004 et Schliephake
textiles, des et al, 2000).
A -Les systemes laccase/médiateur sont utilises dans I'industrie du
colorants, de la pate
3 papier papier pour décomposer la lignine lors de I'extraction de la pate,
en évitant l'utilisation de produits chimiques chlorés (Srebotnik
et Hammel, 2000).
-la fabrication de plusieurs produits pharmaceutiques importants
tels que : B. Médicaments anticancereux et ajoutes a certains
Industrie cosmétiques pour réduire la toxicité. (Couto et Herrera, 2006).
pharmaceutique -utilisée dans des préparations dermatologiques contenant des
proteines qui éclaircissent la couleur de la peau (Golz-Berner et
al, 2004).
-Améliore la qualité des boissons telles en éliminant
sélectivement les dérives phénoliques. (Minussi et al, 2002).
Industrie -La laccase est également utilisée dans la cuisson de certains
alimentaire aliments (Selinheimo et al, 2006)
-Peut étre utilisé pour stabiliser certains produits périssables
contenant des huiles végétales (Morozova et al, 2007).
1.3.4. Lipases

Les lipases appartiennent a une classe d'hydrolases spécifiques de I'hydrolyse des
graisses en acides gras et en glycérol aux interfaces eau lipides. Ils peuvent également
inverser les réactions dans les milieux non aqueux et sont abondants dans la nature

(Singh et al, 2017). En 1856, Claude Bernard découvre que la lipase est une enzyme
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du suc pancréatique qui hydrolyse les gouttelettes d'huile insolubles et les transforme
en produits solubles (Sangeetha et al, 2010).

Les lipases sont omniprésentes dans la nature et jouent des rdles physiologiques
importants dans le métabolisme des lipides. On les trouve dans de nombreux

organismes (Gilham et Lehner, 2005).

Les lipases microbiennes sont obtenues a partir de champignons, de levures et de
bactéries. La plupart des lipases microbiennes sont extracellulaires et ces lipases
présentent des avantages significatifs par rapport aux autres lipases et sont plus
courantes (Tableau05). Les micro-organismes qui produisent ces enzymes sont faciles
a modifier génétiquement et ont des propriétés et des caractéristiques particulieres
différentes. (Goncalves Filho et al, 2019).

Tableau 5 : Quelque exemple sur I’origine microbienne de lipase.

Origine Exemples Références

Levures | Candida rugosa et Candida cylindracea sont productrice | Li et Zhang,
de la lipase extracellulaire 2005
Quelques espéces du genre Geotrichum sont des | Vakhlu et
producteurs des lipases pour la plupart extracellulaires. | Kour, 2006
Trichosporon sp.

Yarrowia lipolytica produit des lipases extracellulaires et
liées aux cellules.

Candida parapsilosis CBS 604 synthétise des lipases
liées aux cellules.

Cryptococcus sp. S-2 produit des lipases extracellulaires Kamini,
2000

Bactéries | Pseudomonas aeruginosa tolérante aux solvants produit | Ruchi et al,
une lipase extracellulaire 2007

Geobacillus sp TW1 thermophile capable de produire

une lipase extracellulaire

La lipase est considérée comme le groupe important de produits

biotechnologique qui connait la croissance la plus rapide, Récemment une grande
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attention a été accordée aux lipases fongiques qui sont relativement stables et sont
capables de catalyser une grande varieté de réactions pour divers application
industrielles (Konwar et Sagar, 2018).

Ce sont un groupe important d'enzymes de valeur industrielle en raison de leur
polyvalence. Ils peuvent étre utilisés comme enzymes hydrolytiques ou comme
catalyseurs et synthése organique. Par conséquent, ses domaines d'application sont tres
larges et diversifiés (Tableau 06) (Fickers et al, 2008 et Gupta et al, 2015).

Tableau 6 : Divers domaines d’application des lipases

Industries Application Référence

Industrie des La production de mono- et diacylglycérols (Ximena
cosmétiques et de la | qui sont utilisés comme tensioactifs et | Zottig, 2016)

parfumerie arémes.

Industrie alimentaire | Le developpement de la saveur des| (Guerrand,
produits carnés, des produits de 2017).

boulangerie et dautres traitements
alimentaires tels que le traitement du

beurre de cacao.

Industrie La synthese de médicaments tels que les (Lagrari,
pharmaceutique anti-inflammatoires non stéroidiens et 2019)

certains antibiotiques vitaminiques.

Industrie des Aident a éliminer les taches et les traces | (Guerrand,
détergents d'huile et de graisse. 2017)
Utilisées a la fois dans la lessive et la

vaisselle.

1.3.5. Maltase

La maltase (EC3.2.1.20) est une a-glucosidase spécialisée (a-D-glucose de I'extrémité
non réductrice du substrat) (Andriotis et al, 2016), C’est une enzyme ubiquitaire
présente dans tous les tissus (Scheen et al,2008): les plantes, les vertébres, les
champignons , les bactéries, les moisissures et les levures comme Isaria fumosorosea

(Linxia et al., 2015) ;Cordyceps brongniartii (Sasaki et al, 2015), Moesziomyces
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antarcticus (Wang et al, 2015) Grosmanniac lavigera
(Riken et al, 2016) et Candida sp. (Boukail et Maazi, 2015), son substrat préféré est
le maltose (Choi et al, 2013)

La maltase est une hydrolase glycolytique amylolytique permet 1’obtention du
Glucose provenant de l'extrémité non réductrice du substrat oligosaccharidique ou
polysaccharide (Nawaz et al, 2015).

La Maltase est un biocatalyseur pour les réactions biochimiques internes. Elle est
utilisée en biotechnologie pour catalyser des réactions biologiques. Dépolymérisation
des macromolécules et leur synthése spécifique et leur efficacité (Yapi et al, 2008).

Chez I'nomme, la maltase joue un réle important dans diverses industries :

- Industrie Alimentaire : Oligosaccharides et monosaccharides alimentaires
connaissent un développement important di a sa capacité a favoriser la croissance des
bactéries intestinales humaines ou animales, ils sont utilisés dans la préparation de
beaucoup de nourriture (bonbons, chewing-gum, boissons, fromage) (Bombeck et al,
2016).

-Industrie des détergents: Les enzymes sont utilisées dans les produits de
nettoyage pour eliminer les taches et décomposer les lipides et les protéines des
aliments (Vanhanen et al, 2000) de nouvelles facons pour la protection de
I'environnement et des allergénes sont additionnés aux détergents (Grbav¢ié¢ et al,
2015).

2. Activités antimicrobiennes des levures

Les antibiotiques et les bactériocines ont été découverts dans la premiere moitié
du XXe siéecle, mais des principes équivalents n'ont pu étre démontrés chez la levure
que dans les années 1960 (Pommier, 2003). En 1963, Bevan et Makover ont observé
pour la premiére fois que certaines souches de Saccharomyces cerevisiae pouvaient tuer
d'autres levures de la méme espece (Bevan et Makover, 1963). lls ont émis I'hypothese
que ces levures « tueuses » ou « Killer » sécrétaient des toxines qui provoquaient la mort

des souches sensibles, identifiant ainsi trois phénotypes de souches killer (tueuses).

-Killer(K): Cette souche résiste a la toxine qu’elle produit.

-Neutre(N): Cette souche ne produit pas de toxine et elle est résistante.
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- Sensible(S): La souche ne produit pas de toxines et est sensible aux toxines.

Ce phénomene est appelé «killer» (Izgu et al, 2004 ; Polonelli et Conti, 2009) et il
n'est pas limité au genre Saccharomyces mais se produit également chez d'autres levures
(Kurtzman, 1984 ; Polonelli et Morace, 1986 ; Schmitt et Breinig, 2002). Les
levures tueuses sont caractérisées par la production et la sécrétion de substances de
nature protéique ou glycoprotéique dans le milieu (Schmitt et Reiter, 2008),
appelées les toxines killer (Wickner, 1986 ; Radler et Schmitt, 1987) ; Ces
substances posseédent des effets antifongiques et antibactériens (Suzzi et al, 1995 ;
Magliani et al, 1997). Ces propriétés rendent ces substances potentiellement utiles
dans le domaine de la protection et du traitement des infections pathogenes, en
particulier contre la levure Candida albicans (Walker et al, 1995).
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Notre étude expérimentale a été réalisée au niveau des laboratoires SNV du Centre
Universitaires Abdelhafid BoussoufMila. Elle précise sur I’isolement et I’identification
de quelques levures provenant des grignons d’olives, puis 1’étude de leurs activités

biologiques (propriétés enzymatiques et antimicrobiennes).

1. Echantillonnage

Les échantillons ont été prélevés et isolés a partir des effluents des moulins d’olive.
Les déchets d’olives (grignons d’olive) utilisés dans cette étude ont été obtenus en

décembre 2022 a partir d’'un moulin d'huile d'olive. Ce grignon est de type brut,

provenant d’une huilerie algérienne située dans les régions Minar Zarreza et Lantiya

wilaya de Mila et la région E1 Milia wilaya de Jijel (Nord Est de I’ Algérie).

Aprés avoir secher a I’ombre, ces échantillons sont recueillis aseptiquement dans
des sachets stériles et transportés au laboratoire ou I'analyse microbiologique a été

effectuée (Figure 07).

I

Figure 7 : Grignon d’olive des deux wilayas

e Grignon d’olive

C'est un sous-produit obtenu lors de I'extraction de I'huile d'olive. Il contient la
majeure partie de la matiere séche de I'olive et est principalement composé de
I'exocarpe du fruit (peau), du mésocarpe (la pulpe de I'olive) et de I'endocarpe (coque
et amande). En outre, il peut également contenir une certaine quantité d'eau végétale,
qui a son tour contient les constituants hydrosolubles des olives. Celles-ci varient en

fonction du systeme d'extraction (Figure 08) utilisé (Nefzaoui, 1987)
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Séparateur centrifuge

N

Figure 8 : Technique d’extraction du grignon d’olive (Sekour, 2012).
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2. Isolement
Il a été réalisé par la méthode de suspension- dilutions (Davet et Rouxel, 1997)
2.1. Préparation des dilutions

La préparation des dilutions consiste, tout d’abord, a préparer la solution mére de
chaque échantillon. Cette derniere a été préparée, en ajoutant 1g (de sol ou de grignon
d’olive brute) dans 9 ml d’eau physiologique stérile, suivi, d’une agitation pendant 10
min. A partir de cette solution, des dilutions décimales ont été préparés par 1’ajout
successif de 1 ml de la solution a 9 ml d’eau physiologique stérile jusqu’a 1’obtention
de la dilution de 10* (Figure09).

(©)

Figure 9 : Les étapes de dilutions
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2.2. Milieu d’isolement

Le milieu utilisé pour I’isolement des levures est le milieu YPGA (Yeast extract
Peptone Glucose) additionné d’antibiotique apres leur stérilisation pour inhiber la
croissance des bactéries voir (Annexe 1).

2.3. Ensemencement

L’ensemencement a été fait en surface, par étalement de 0,1ml de chaque dilution
avec un rateau (Hammer et al, 1998) sur le milieu d’isolement YPGA (Annexe 1). Les
boites de Pétri ont été ensuite incubées a 30°C pendant 03 jours (Figurel0).

(A) (B)

(©)

Figure 10 : Ensemencement et incubation des boites de Pétri

2.4. Purification
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La purification des isolats a été faite par stries d’épuisement sur milieu YPG agar
(Annexe 1). L’incubation a été réalisée a 30°C pendant 72 h. Les aspects
macroscopiques et microscopiques ont été ensuite examinés afin de vérifier la pureté

de la souche.

(A) (B)

Figure 11 : Purification des levures

2.5. Conservation

Afin de conserver nos souches pour les prochains testes nous avons préparé des
pré-cultures de chaque isolat dans le bouillon liquide (YPG), une fois les levures sont
bien poussees on les ensemence dans des tubes a essais contenant le milieu YPGA
(Annexel) solide incliné, ce milieu contient le glucose comme seule source de
carbone, cela peut réduire le risque de modification de mode de la croissance (Scheda
et al, 1966). Les tubes sont ensuite stockés a une température de 4°C. Les cultures

restent en vie dans un intervalle d’environ 4 mois.

3. Identification des levures

L'identification des levures isolées repose sur la détermination de différentes
propriétés culturales, morphologiques, physiologiques et biochimiques et

biotechnologiques.

3.1. Etude des caractéres culturaux
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Dans un premier temps, les souches levuriennes ont été réactivées par
ensemencement sur milieu YPGA (Annexe 1) et incubés a 30°C pendant 48h. Les
colonies ont été observées pour décrire leur aspect (brillant ou terne, visqueux), leur

forme (contour régulier ou irrégulier, convexe ou concave), leur couleur, etc.

3.2. Etude des Caractéres morphologiques
3.2.1. L’aspect macroscopique

L'observation de l'aspect macroscopique de la colonie permet de donner une
Caractérisation des isolats. Les identifiants macroscopiques sont ceux déclarés par
Guiraud (1998) et Joffine et Leyral (2006) :

- Surface : lisse, rugueuse, seche,

- Forme de la colonie : Ronde, irréguliére, reguliére, ponctuée, etc.
- Taille de la colonie : En mesurant le diamétre

- Couleur de la colonie : rose, blanche etc.

- Hauteur: convexe, concave, plate, etc.

- Opacité : opaque, translucide, transparent, etc.

3.2.2. L’aspect microscopique

Cette étude a pour le but d’examiner la morphologie cellulaire telle que la forme et
la taille des levures, et leur mode de reproduction végétative. L’examen a été réalisé a
I’état frais sous microscope optique au grossissement x 40 et x 100 avec I’huile a
immersion, les frottis ont été préparés a partir de colonies fraiches bien isolées sur

milieu YPG agar (Bourgeois et Leveau, 1980).

3.2.3. Aptitude a la filamentation

Une exploration systématique de la capacité de filamentation a été observée a
partir de cultures sur lames de verre. Pour cela, le milieu YPGA (Annexel) a été placé
sur une lame stérile dans une boite de Pétri. Une fois le milieu durci, les levures a testés
ont été ensemencées puis les lames ont été incubées dans des boites de Pétri

modérément humidifiées avec de I'eau stérile pour éviter le dessechement du milieu.
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L’observation microscopique a été réalisée apres 2-3 jours d'incubation
(grossissement x 40 ou x100). Par conséquent, les limites de la culture, sa formation de

filaments ainsi que sa fréquence et sa ramification ont été observées et enregistrées.

- b \

Figure 12 : Culture des levures sur lame microscopique
3.3. Etude des caracteres biochimiques

> Assimilation de substrats azotés

Les sources d'azote testées Sont : Tryptophane, Alanine, Acide aspartique et Acide
glutamique. Le milieu utilisé dans cette étude est YCB (Yeast Carbon Base) (annexe
2). Pour une premiere étape, Nous avons préparé une solution d'azote (solution d'acides
aminés) a 1 % (1 g de source dazote 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 imprégnés de la solution
d'azote sur le milieu dans les boites de pétri. Aprés une Incubation a 30°C pendant
3jours a 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
» Fermentation des sucres

Les sucres testés sont : D-glucose, D-galactose, D-maltose et D-saccharose. La solution
de base utilisée pour la fermentation des sucres est 'YWM (Yeast Water Medium)
(Annexe 2) (0,5% d'extrait de levure dans 1’eau). 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, ’ensemble a été ensuite autoclavé a

E
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120C°, pendant 20 min. Apreés refroidissement, les milieux ont été ensemencés et portés
a I’incubation a 30°C pendant 72h a 3 semaines. Les tubes ont été examinés chaque
jour pour voir le pourcentage de gaz dégagé dans la cloche (Berber, 2013).

Figure 13 : Test de fermentation des sucres

> Test d’uréase

L'activité uréase de levure a €té mise en évidence dans le milieu Christensen
(Annexe 02). L’uréase convertit l'urée en ammoniac, provoquant ainsi une
augmentation du pH qui vire I’indicateur coloré. Une réaction est considérée positive
se manifeste par une coloration rose vif a rouge du milieu apres 3 a 7 jours d'incubation
a 30°C.

3.4. Etude des caractéres physiologiques

3.4.1. Résistance au NaCl

L’¢étude de I’osmophilie des levures a été réalisee sur milieu YPGA (Annexe 1)
additionné de 1% NaCl. L'incubation a été faite pendant 3a 7 jours a 30°C. La

croissance des levures sur ce milieu est considérée comme un résultat positif.

3.4.2. Croissance a 37°C

Les levures ont éte testées pour leur capacité a se développer a une température de
37 °C. Les souches ont été inoculées sur milieu YPGA (Annexe 1) et les boites de Pétri
ont été incubées a 37°C pendant 5 jours. Une croissance significative qui se produit

dans le milieu indique un résultat positif.

3.5. Etude des caractéres biotechnologiques

3
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3.5.1. Mise en évidence des activités enzymatiques

La production d'enzymes est déterminée qualitativement sur des milieux solides.

Les enzymes testées sont : a-amylase, pectinase, laccase, lipase et maltase.

3.5.1.1. Détermination de I’activité a amylasique (dégradation de I’amidon)

Cette activité est realisee sur le milieu : YPSA (Yeast Peptone Strache Agar) (Annexe
3).

Apres 5 jours d’incubation a 30°C, les boites ont ét€ inondées avec une solution de
Lugol 1(Annexe 4). L’apparition d’une zone claire autour de la colonie est considérée
comme un résultat positif (les souches sont considérés comme producteurices d’a-
amylase a I’inverse, les zones contenant de I’amidon se colorent en brun. Ainsi, les

isolats présentant des zones claires d’hydrolyse

3.5.1.2. Détermination de Pactivité de laccase

Le milieu utilisé pour la mise en évidence de cette activité est SGA (Strache

Glucose Agar) (Annexe 3)

Aprés 5 jours d’incubation a 30°C la zone a été détectée directement sans utilisation
de détecteur. La présence de I'enzyme laccase est reconnue par la formation d'un anneau

jaune.

3.5.1.3. Détermination de I’activité de pectinase

Le milieu utilisé pour la mise en évidence de cette activité est 'YPPA (Yeast
Peptone Pectin Agar).

Les souches pectinolytique ont été sélectionnées sur le milieu YPPA (Yeast Peptone
Pectin Agar) (Annexe 3). Apreés incubation a 30°C pendant 3 a 5 jours, les boites ont
été recouvertes par une solution lugol 2 (Annexe 4) et laissées a température ambiante
pendant 20 minutes.

L’apparition d’un halo clair autour de la colonie indique une dégradation de la

pectine (Bennamoun, 2017).

3.5.1.4. Mise en évidence de I’activité Maltasique

3
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Cette activite a été réalisée sur le milieu : YPMA (Yeast Peptone Maltose Agar)
(Annexe 3).

Afin de visualiser I’activité maltasique des souches repiquées, les boites ont été
couvertes avec la solution de Rouge Congo(Annexe04) a 1% pendant 20 minutes
permettant au colorant de se fixer (Figure 14). L’excédent de colorant non fixé a été
éliminé et remplacé par une solution de NaCl (5N) (Annexe 02) pendant 30 minutes.
Finalement, le NaCl a été éliminé et les boites rincées délicatement a 1’eau distillée.

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

reste du milieu qui est rouge (Moubasher et al, 2010).

3.5.1.5. Détermination de I’activité de lipase

Le milieu utilisé pour la mise en évidence de cette activité est : TPA (Tween
Peptone Agar) (Annexe 3).
L’ensemencement a été fait par la méthode de stries a partir des cultures

levuriennes jeunes. Les boites sont incubées a 30°C pendant 3 a 7 jours

La zone a été détectée directement sans utilisation de détecteur. La présence d’un

halo claire autour des colonies indique une activité lipolytique.

Figure 14 : Solutions de révélation

3.5.2. Mise en évidence de P’activité antimicrobienne des levures

33
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3.5.2.1. Mise en évidence de activité antibactérienne
3.5.2.1.1. Les Bactéries tests

Pour 1”’activité antibactérienne, 1’extrait des quatre souches levuriennes isolées
ont été testées vis a-vis cing bactéries. Il s’agit des bactéries a Gram négatif Escherichia
coli (ATCC 25922) ; Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), et des bactéries a Gram
positif Bacillus subtilis (ATCC 10987); Bacillus spizizini (ATCC 6633) et
Staphylococcus aureus (ATCC 25923).
3.5.2.1.2. Réactivation des bactéries test

A partir du tube de conservation les cinq bactéries test ont été revivifiées dans des
bouillons nutritifs. Une culture bactérienne jeune a été obtenue aprés incubation a 37°C
pendant 24 heures.

3.5.2.1.3. Préparation de la solution levurienne

Les levures utilisées dans le test des activités antibactériennes sont les souches :
S4, S7, S13 et S17.
Ces quatre souches levuriennes ont été cultivées dans le bouillon YPG (Annexe 5)
pendant 48 h a 30 °C. Le Surnageant de culture (CS) a été obtenus par centrifugation a
6 000 g pendant 10 minutes.

3.5.2.1.4. Sélection des isolats producteurs de substances antibactériennes

Le test de I’activité antibactérienne des extraits obtenus consiste a rechercher leurs
effets antagonistes sur le développement des espéces bactériennes. Avant de
commencer le technique, des disques de 6 mm de diameétre ont été prépares a partir du
papier Wattman N°1, et sterilisés. Les boites contenant le milieu Muller-Hinton (MH)
ont été ensemencées par les bactéries a I’aide d’un écouvillon a partir d’une suspension
bactérienne équivalente a 0.5 Mac Farland. Ensuite, les disques en papier ont été
chargés par 20ul des différents surnageant de culture des quatre levures testées (CS)
(Figure 15). Les boites ont été ensuite mises au réfrigérateur pendant 4h pour permettre
la pré-diffusion des substances bioactives (Tortorano et al, 1979) ; puis incubées a

30°C et a 37°C pendant 24 heures, les zones d’inhibions ont été mesurées.
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Matériel et méthodes

(A) (B)

(©)

Figure 15 : Réalisation de I’activité antibactérienne

3.5.2.2. Mise en évidence de ’activité antifongique

Les propriétés inhibitrices des surnageant de culture des quatre Souches de levure
ont étés évaluée par rapport a la levure Candida albicans (ATCC 10231)

Les surnageants de culture des levures sélectionnées obtenus, ont été testés pour
leur activité antifongique contre la levure Candida albicans par la méthode des disques.
Des boites Pétri contenant le milieu de culture sabouraud (Annexe 5), ont été
ensemenceées avec la levure Candida albicans par des stries a I’aide d’un écouvillon.
Ensuite, des disques imprégnés avec 20ul des surnageant des levures testées ont été
déposés sur les boites ensemencées. Les boites ont été incubées a 30°C. Les zones

d’inhibition ont été mesurées apres 48 a 72h d’incubation.

3



Matériel et méthodes

Figure 16 : Imprégnage des disques par I’inoculum de la levure Candida albicans
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Résultats

1. Isolement et purification des souches de levures

L’isolement des levures a partir de grignon d’olives de trois régions a permis
I’obtention de dix-sept souches levuriennes, Ces souches ont donné une bonne
croissance sur le milieu YPGA, aprés I’incubation a 30 °C pendant 2 & 7 jours (Tableau
07). Nous avons continué le travail avec seize souches car une souche a été contaminée

par les moisissures.

Tableau 7 : Isolement des levures a partir de différents échantillons du grignon d’olive

Origine Dilutions Code de la Souche
Grignon d “olive 107 S12
Mila (Lantia) 10° S2, S8, S9, 510, S11
10 S6, S13, S14, S15, S16, S17
Grignon d’ olive 1073 S5
Mila (Minar Zarreza) 10 S3, S4, S7
Grignon d’olive 107 S1
Jijel (E1 Milia)

Nous remarquons que la plupart des souches ont été isolées a partir de grignons
d’olive de la région de Mila (12 souches pour Lantia et 4 souches pour Minar zarreza)

tandis qu’une seule souche a été isolée a partir de grignons d’olive de la région (EI
Milia) de Jijel (Figure 17).

Nombres
des souches

15

10

5

0

Lantia Minar z région
inar Zarreza  py proso

Figure 17 : Nombre de souches isolées a partir des trois échantillons
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2. ldentification des levures

Nous avons commencé notre étude par des cultures sur milieu solide pour
déterminer 1’aspect des cultures des souches, leur morphologie, leur couleur,
I’organisation particuliere des cellules (mode de reproduction qui peut se faire par
scissiparité ou par bourgeonnement). Dans ce dernier cas, la disposition des bourgeons
sur la cellule mere (formation de bourgeons unipolaires, bipolaires ou multipolaires)

est remarquable.
2.1. Caractéristiques morphologiques

2.1.1. Etude macroscopique

Des études macroscopiques de colonies de souches préalablement isolées nous
ont permis de faire une préselection en fonction de leurs caractéristiques
morphologiques telles que la forme, la couleur et 1’aspect qui sont des paramétres

importants dans la pré-identification des levures.

2.1.2. Etude microscopique

L'observation microscopique des lames réalisées avec des colonies de souches nous
a permis de deéfinir les formes suivantes : ovale, allongé, cylindrique.... et le mode de

reproduction : bourgeonnement (mono latéral, bi latéral ou multilatéral) ou scissiparité.

Le tableau 08 récapitule les principales caractéristiques macroscopiques et

microscopiques des souches isolées

Tableau 8 : Caractéres macro et microscopiques des souches de levures isolées apres
une culture de 02 jours a 30°C sur milieu YPGA.

Aspect macroscopique Aspect microscopique
Souche Critére Image Critére Image
-Forme: ronde eI
-Forme : ronde petite et grande 0l wl A
-surface : -Type de Y0 NUHS
S1 granuleuse, division : CO ‘w
brillante, bombée et Bourgeonnement D Qe
. . O.' ' \
crémeuse mono,bi et r@ = ‘06
. , B
-couleur : multilatéral "F¢, -
cantaloup

-taille : 2-2,5 mm
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- Forme : ronde

-Forme : ronde petite et grande P
-surface : lisse, -Type de ’ cat (T ‘,f}
S» brillante, bombée et division : jl\.o = a
crémeuse ST Sicssiparité et 9" T, D,
-couleur : blanche s Bourgeonnement | .
- taille : 3-3,5 mm w mono,bi et '
Multilatéral
Ss -Forme : ronde - - - Forme : ronde - ’
-surface : lisse, \;‘ et grande 0 .
brillante, bombée et &_ -Type de s o0
crémeuse ;.‘“ division : v ¢ { o\; f
-couleur : blanche | il | Bourgeonnement vy 9
-taille : 2-2,5 mm * monolatéral ;
“- . &,
-Forme : ronde - Forme: ovoides
-surface : lisse, '// e allongées grande
brillante, plate et | = / -Type de
S crémeuse / division :
-couleur : blanche e Bourgeonnement
-taille : 0,5 - 1 mm ~ | mono et
- multilatéral
Ss - Forme: ronde
-Forme : ronde petite et grande
-surface : lisse, -Type de
brillante bombée et division :
crémeuse Bourgeonnement
-couleur : blanche mono,bi et
-taille : 0,7- 1 mm multilatéral
-Forme : ronde - Forme : ronde R
-surface : ' petite et grande ,)'0 0 e
granuleuse, matte, -Type de " .O ™,
Se bombée et " division : g ‘,:‘(
crémeuse Bourgeonnement v ’d;? (he"
-couleur : blanche mono et bilatéral W OO
-taille : 1,5- 2 mm 78 ,C AM)
-Forme : ronde - Forme: ovoides
-surface : allongées grande
granuleuse, matte, -Type de
Sy bombé et crémeuse division :
-couleur : blanche . Sicssiparité et
-taille : 2-2,5 mm \ Bourgeonnement
i\; multilatéral
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Ss -Forme : ronde - Forme: ronde,
-surface : lisse, petite et grande
brillante, bombée et -Type de
crémeuse division :
-couleur : Bourgeonnement
cantaloup monolatéral
-taille : 1,5-2 mm

So -Forme : ronde - Forme : ronde
-surface : lisse, petite et grande
brillante, -Type de
bombée et division :
crémeuse Sicssiparité et
-couleur : blanche Bourgeonnement
-taille : 1-1,5 mm monolatéral

S10 -Forme : ronde - Forme : ronde

petite et grande
-surface : lisse, -Type de
brillante, bombé et division :
crémeuse Bourgeonnement
-couleur : créeme mono,bi et
-taille : 3,5- 4 mm multilatéral
Su -Forme : ronde - Forme : ronde
-surface : lisse, petite et grande
brillante, -Type de
Bombée et division :
crémeuse Bourgeonnement
-couleur : saumon mono,bi et
claire multilatéral
-taille : 1,5-2 mm
S12 -Forme : ronde - Forme : Ronde,
-surface : petite et grandes
granuleuse, matte, -Type de
Bombée et division :
crémeuse Bourgeonnement
-couleur : blanche mono,bi et
-taille : 2- 2,5 mm multilatéral
S13 -Forme : ronde - Forme : ronde

-surface : lisse,
brillante, bombée et
crémeuse

-couleur : blanche
-taille : 2- 2,5 mm

petite et grande
-Type de
division :
Bourgeonnement
mono,bi et
multilatéral

a0
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Sus -Forme : ronde - Forme : ronde
petite et grande
-surface : lisse, -Type de
brillante, division :
bombée et Bourgeonnement
crémeuse mono bi et
-couleur : blanche multilatéral
-taille : 1-1,5 mm
Sis -Forme : ronde - Forme : ronde ARl
i - SRR R
-surface : lisse, petite et grande ab Tw%%&»
brillante, -Type de de 3 “}-“C} o .v'y
bombée et division : ‘ B P )
crémeuse Bourgeonnement RO
-couleur : blanche mono, bi et Y
-taille : 0,5- 1 mm multilatéral f\ Yok
&
Si6 -Forme : ronde - Forme : ronde
-surface : et grande
granuleuse, -Type de de
brillante, plate et division :
crémeuse Bourgeonnement
-couleur : rose multilatéral
foncé
-taille : 1,5- 2 mm
-Forme : ronde - Forme : ronde ®
-surface : lisse, et grande ‘ A
brillante, plate et -Type de g
Si17 crémeuse division : (A of
-couleur : corail Bourgeonnement ey
-taille : 2- 2,5 mm mono et 2
multilatéral 0

» D'aprés les résultats de I’aspect macroscopique représenté dans le tableau :

-La taille des colonies levuriennes comprise entre 0,81 a 3,98mm.

- La plupart des souches possedent en commun la forme ronde, couleur blanche,

surface lisse, crémeuse, brillante et bombé.

Cependant, des différents aspects sont représentés par les souches :

v/ Slet S16: forment des colonies granuleuses avec des couleurs différentes

(cantaloup et rose foncé respectivement)

a1
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v' S4 et S17: forment des colonies plates mais avec des couleurs différentes
(blanche et corail respectivement).

v' S6, S7 et S12 forment des colonies mattes et granuleuses.

v/ S8, S10 et S11 forment des colonies qui se différent seulement dans la couleur

(cantaloup, creme et saumon claire respectivement)

Globalement les souches qui présentent des caractéristiques macroscopiques
similaires, possedent des caractéristiques microscopiques similaires. Les cellules
présentant des formes arrondies a ovales sont immobiles (Tableau 09).

Le mode de reproduction constaté chez les souches isolées est le bourgeonnement

(Mono, bi ou multilatéral).

Tableau 9 : Caractéristiques microscopiques des souches levuriennes obtenues.

Forme Souche
-Ronde S1, S2, S3, S5, S6, S8, S9, S10, S11, S12, S13,
S14, S15, S16 et S17.
-Ovale a allongé S4 et S7
Taille Souche
-Grande 3,4,7,16 et 17
-Petites et grandes 1,2,56,8,9 10, 11,12, 13, 14 et 15
Division Souche
-Bourgeonnement mono,bi et 1,5,10, 11,12, 13,14 et 15
multilatéral
-Bourgeonnement mono et 6
bilatéral
-Bourgeonnement mono et 4,17
multilatéral
-Bourgeonnement multilatéral 16.
Bourgeonnement monolatéral 3et8.
Sicssiparité et Bourgeonnement 2
mono,bi et multilatéral
Sicssiparité et 7
Bourgeonnement multilatéral
Sicssiparité et Bourgeonnement 9
monolatéral
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2.1.3. Test de filamentation

Les levures ont un appareil vegétatif réduit & une seule cellule. Dans certaines

conditions de culture, ces cellules sarrangent en files, mimant le mycélium des

champignons. Il y a une apparition des filaments mycéliens ou pseudo mycélien chez

Certaines levures. On constate aussi I’absence de mycélium chez d'autres souches
(Tableau 10).

Tableau 10 : Observation microscopique de la filamentation levuriennes.

Code Aspect Code Présence de Aspect
des Présence de microscopique des Filamentaion | microscopique
souches | Filamentaion | (grossissement x | souches (grossissement
40et\ou x 100) x40 et\ou x 100)
S1 _ S10 +
S2 _ S11 _
S3 _ S12 _
S4 S13




Résultats

S6 + S14
s7 _ s15
S8 _ S16
S9 _ 17

(+) : présence ; (-): absence)

Le test de filamentation sur le milieu YPGA révele la présence des filaments chez

les souches S6, S15 et S10 alors que on note 1’absence des filaments chez les autres

souches.

2.2. Caractéristiques biochimiques

Une pré-identification par le biais de tests biochimiques est recommandable a cause

de la difficulté a répertorier les levures en se basant uniquement sur les caracteres

macroscopiques et microscopiques.
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Les tests physiologiques permettent de bien nous orienter vers une identification plus
précise des souches levurieres isolées. Les tests réalisés sont : fermentation des sucres,
assimilation des substrats azotés et le test d’uréase.

2.2.1. Assimilation des substrats azotés

Tous les résultats d'assimilation de divers substrats azotés sont résumés dans le
tableaull. Les résultats positifs correspondent a la formation de colonies autours de
certains disques.

Tableau 11 : Résultat du test d’assimilation des substrats azotés par les isolats de

levures

Code de la souche

Substrats | Si|S2|S3|Sa|Se|S7|Ss|So | S| S11|S12| S13|S1a| S15 | Sie
azoteés

Si17

Alanine | - | - | - | = | = | = | = | = | = | = | = | = | = | - | =

A.glutamique | - | - | - | - | = | - | - | -] - | - | -] -1|-1=-1]-

A Aspartique | - | - | - | = | = | -] -] | - | -] -1 -1|-1]-1-

tryptophane | - | - | - | - | - | - | - | -] - | = | - | - | -] -] -

(+) : présence ;(-): absence).

D’apres les résultats présentés dans le tableau 11, il ressort que les souches isolées

sont incapables d'assimiler les substrats azotés testés.

2.2.2. Fermentation des sucres

Un test de fermentation est considéré comme positif lorsque le gaz reflete dans la

cloche et donc : 1a cloche flotte, les bulles d’air se forment dans le tube (Figure 18).

Les résultats de la fermentation des sucres sont regroupés dans le tableaul2.

Tableau 12 : Résultats du test de fermentation des différents sucres par les isolats de

levures
Fermentati
ondesSSSSS4SSS88181818181818181
1 2 6 7 8 9 0 1 2 3 4 5 6 7
sucres

j
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Galactose | + + |+ |+ |+ |+
Lactose + + +
Glucose + + + + + + + +
Saccharose + + I
— — —_ —_ —_ + _ —_ —_ —_ —_— [—
(+ : Bonne fermentation ; ++: trés bonne fermentation; -: absence de

fermentation).

(++) (+) ()

Figure 18 : Test de fermentation des sucres
De ce tableau, il ressort que (aprés 5 jours d'incubation):

- Les souches S15 et S7 sont capables de fermenter : le galactose, le lactose et le glucose

et incapables de fermenter le saccharose.
- Les souches S8, S12, S16 et S17 sont incapables de fermenter tous les sucres.

-Les souches S1 et S14 fermentent uniquement le galactose et S2 fermente uniquement

le glucose.
- Les souches S4 et S13 fermentent uniquement le galactose et le glucose

- Les souches S3 et S4 sont les seuls qui forment des bulles d’air dans le tube avec
flotteur de la cloche lors de fermentation de glucose et S11 lors de fermentation de

saccharose
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2.2.3. Test de I’uréase

Apreés I’incubation des souches sur le milieu Christensen (Figure 23), pendant 3 a

7 jours a 30°C, les resultats sont mentionnés dans le tableau 13.

Tableau 13 : Résultats du test d’uréase.

Souche | Test Souche | Test
S1 + S10 +
S2 _ s11 _
S3 B S12 B
S4 + S13 3

———
/ weey NN
S6 3 \ ) S14 3

j
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S7

S8

S15

S9

S16

S17

L’¢tude a montré que six souches sont productrices de cette enzyme et apres des

révélations une coloration rose vif a rouge se traduit par la décomposition de ’urée par

les souches S1, S4, S8, S10, S16, etS17 en le transformant en ammoniac ou/et en

carbonate d’ammonium, cet indicateur coloré est dii a une alcalinisation du milieu.

Tandis que les autres souches, ne peuvent pas dégrader 'urée d’ou le résultat est

négatif, et aucune dégradation de couleur a été remarquée. Elles sont réparties selon

’origine comme suit : 66.6% de région de Lantia, 16.7% de Minar Zarreza et 16.7% de

Jijel (figure 19).

mL
EMZ
@)

Figure 19 : Pourcentage de production de 1’uréase par les isolats des trois régions
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2.3. Caractéristiques physiologiques

2.3.1. Croissance a 37°C et Résistance au Na ClI

Pour la croissance a 37°C les souches ont été cultivées sur milieu YPGA a une

température de 37°C pendant 3a 7jours.

Pour la résistance au Na Cl, L'incubation a été faite pendant 3a 7 jours a 30°C sur
le milieu YPGA additionné avec 1% de Na CI. Les résultats sont présentés dans le
tableaul4.

Tableau 14 : Résultats de croissance des souches a 37°C et résistance au Na ClI

Souche T Photo Na CI Photo
(37C°)
S1 3
S2 3
S3 3
S4 3




S6
S7
S8




Résultats

s12 +
s13 +
S14 _
S15 +
516 +
s17 +

(+) test positif, (-) test négatif




Résultats

Pour le test de la Croissance des souches a 37°C, neuf souches ont été réussies
a croitre sous cette température (S6, S9, S10, S11, S12, S13, S15, S16, S17) et les autres
(S1, S2, S3, S4, S7, S8, S14) n’ont pas pu se développer (Figure 20)

7

Figure 20 : Pourcentage de la croissance des souches levuriennes a 37°C

M test positif

M test négatif

Pour la résistance au NaCl, les cinq souches (S6, S10, S12, S14, S15) n’ont pas
pu se développer avec 1% de la concentration d’NaCl, onze souches (S1, S2, S3, S4,

S7, S8, S9, S11, S13, S16, S17) ont été réussies a résister au NaCl (Figure 21)

M test positif

M test négatif

Figure 21 : Pourcentage de souches résistantes au NaCl

2.4. Caractéristiques biotechnologiques

2.4.1. Mise en évidence des activités enzymatiques

52
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16 souches de levure ont été isolées de grignon d’olive, sur la base de leurs
potentialités a produire, la lipase, I’a-amylase, la maltase, la pectinase et la laccase.
Les levures ont été cultivées sur des milieux solides et spécifiques (appropriés pour

chaque enzyme) et incubées a 30°C pendant 5 jours.

Apres observation et révélation, les résultats sont rapportés dans le tableau 15 et les
figures (annexe6).

Tableau 15 : Mise en évidence des activités enzymatiques des 16 souches de levures

Souches | Lipase | Amylase | Maltase | Laccase | Pectinase
S1 + + + B +
S2 + + + + B
S3 + _ _ _ _
S4 + + + + +
S6 + + + + _
S7 + + + + +
S8 + + + _ +
S9 _ _ _ _ _

S10 _ + _ _ _
S11 + + + _ _
S12 _ + + _ +
S13 + + + + +
S14 + _ + + -
S15 _ + + + _
S16 + _ + + _
S17 + + + + _

( + :Test positif, - :Test negatif)

D’aprés le tableau : 75% des levures isolées ont été productrices de lipase, 75% de
I’a-amylase, 81.25% de la maltase, 56.25% de la laccase et 37.5% de la pectinase. Les
capacités des différentes souches sélectionnées a produire ces principales enzymes, ont

ensuite été évaluées.

D’apres notre étude, les différentes souches sélectionnées ont montré une grande

capacité d’activité enzymatique a savoir :

j
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» Lipase : I’étude a montré que 12 souches sont productrices de cette enzyme,
elles montrent aprés révélation I’apparition d’une zone claire autour des
colonies (Annexe 6). Elles sont réparties selon 1’origine comme suit : 66.6% de
la région de Lantia, 25% de Minar Zarreza et 8.33% de Jijel (Figure 22 et 23).

) (+)

Figure 22 : Mise en évidence de la lipase

mL
B MZ
@)

Figure 23 : Pourcentage de production de lipase par les levures isolées des trois

régions

» a-amylase : I’é¢tude a montré que 12 souches sont productrices de cette enzyme,
elles montrent apres révélation avec lugol des zones claires (annexe 6). Elles
sont réparties selon 1’origine comme suit : 75% de région de Lantia, 16.6% de

Minar Zarreza et 8.4% de Jijel (Figure 24 et 25).
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() (+)

Figure 24 : Mise en évidence de a-amylase

L

| MZ
@)

Figure 25 : Pourcentage de production de a-amylase par les levures isolées des trois

régions

» Maltase : I’étude a montré que 13 souches sont productrices de cette enzyme et
aprées révélation avec rouge Congo, elles montrent des zones claires de forme
d’anneau (annexe 6). Elles sont réparties selon 1’origine comme suit : 77% de

région de Lantia, 15.4% de Minar Zarreza et 7 .6% de Jijel (figure26 et 27).
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() (+)

Figure 26 : Mise en évidence de la maltase

L

B MZ
@)

Figure 27 : Pourcentage de production de maltase par les levures isolées des trois

régions

» Laccase: I’é¢tude a montré que 9 souches sont productrices de cette enzyme,
aprés la révélation un anneau jaune a été forme (annexe 6). Elles sont réparties
selon I’origine comme suit : 77.8% de région de Lantia, 22.2% de Minar Zarreza

et 0% de Jijel (figure 28 et 29).
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() (+)

Figure 28 : Mise en évidence de la laccase

mL

m Mz

Figure 29 : Pourcentage de production de laccase par les levures isolées des trois

régions

» Pectinase : I’é¢tude a montré que 6 souches sont productrices de cette enzyme et
apres révélation des zones claires ont été apparues (Annexe 6). Elles sont

réparties selon I’origine comme suit : 50% de région de Lantia, 33.3% de Minar

Zarreza et 16.7% de Jijel (Figure 30 et 31).

Q) (+)

Figure 30 : Mise en évidence de la pectinase

j
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L

EMZ
@)

Figure 31 : Pourcentage de production de la pectinase par les levures isolées des trois

régions
» Sélection des souches les plus performantes pour la production d’enzymes

Nous avons soigneusement selectionné 4 souches qui représentent une grande
capacité de production d'enzymes : S4, S7, S13 et S17 (tableau 16).

Tableau 16 : Les souches les plus performantes pour la production d'enzymes

Code des Performance enzymatique

Souches

S4, 57, S13 Capable de produire toutes les enzymes : lipase, a-amylase,

maltase, laccase et pectinase

S17 Présente 04 activités enzymatiques : lipase, a-amylase, maltase et

laccase

2.4.2. Activité antimicrobienne

L’activité antimicrobienne des levures a été estimée en termes de diamétre de la
zone d'inhibition autour des disques contenant les solutions leuvuriennes a tester utilisé
en tant que source de composes inhibiteurs vis-a-vis six (06) germes pathogenes dont
Cing (05) bactéries Gram négatif Escherichia coli (ATCC 25922) ; Pseudomonas
aeruginosa (ATCC 27853) , et des bactéries a Gram positif Bacillus subtilis (ATCC
10987) ; Bacillus spizizini (ATCC 6633) et Staphylococcus aureus (ATCC 25923) et
une levure Candida albicans (ATCC 10231)
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D’aprés les résultats de I’activité enzymatique ; nous avons sélectionnés 4 souches
levuriennes (4, 7, 13,17) qui sont capables de produire toutes les enzymes recherchées

pour tester leurs activités antimicrobiennes.

Apres incubation des cultures microbiennes a 30C° pour I’activité antifongique et
a 37°C pour I’activité antibactérienne, les résultats sont représentés dans les figures 33

et 34.

Figure 32 : Activité anti fongique des souches levuriennes par la technique des

disques apres incubation a 30°C.

B. subtilis

TSk

S. aureus P. aeruginosa

_—

Figure 33 : Activités antibactérienne

—_——

s des souches levuriennes par la technique des

disques apreés incubation a 37°C
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Les zones d’inhibition autour des disques, ont été mesurées aussi et mentionnées

dans les tableaux 17 et 18.

Tableau 17 : Tableau illustratif de I’activité antifongique des souches levuriennes

contre la levure candida albicans aprés incubation a 30°C.

Activité antifongique
levure Candida albicans
Souches
S4 —
S7 —
S13 -
S17 —

Toutes les levures ne possedent pas un effet inhibiteur contre la levure Candida
albicans (aucune zone d’inhibition n’a été marquée) donc ne présentent pas une activité

antifongique.

Tableau 18 : Tableau illustratif de I'activité antimicrobienne des levures avec mesures

du diamétre d'inhibition apres incubation a 37°C.

Tests Activité antibactérienne
P. aeruginosa | S.aureus | B.subtilis | B.spizizenii E.coli
Bactéries
Sy — — — +11,70 mm | +11,27 mm
Sy +9,03mm — — +13,37 mm | +10,60 mm
S13 +10,20mm +9,86mm — +10,85 mm | +12,83mm
S17 — — +8,72 mm | +8,04mm +12,59mm
(—) test négatif (+) test positif

L’effet antibactérien de chaque levure a été représenté dans les graphes suivants

(Figures 34, 35, 36et 37) :
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Figure 34 : Mise en évidence de I’activité antibactérienne de la levure S4.

La souche S4 : Aprés 24h d’incubation, nous avons observé 1’apparition d’une
zone claire autour des disques imbibés par I’extrait bioactif de la souche 4, dont le

diameétre de la zone d’inhibition différe selon les bactéries utilisés dans le test.

La plus grande zone d’inhibition marquée par cette souche est de 11,70mm contre la
B.spizizenii suivi par un diamétre de 11,27mm contre E.coli. Par contre aucune zone

n’a été marqué contre les 3 bactéries qui restent (P.aeruginosa , S. aureus et B. subtilis.
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Figure 35 : Mise en évidence de I’activité antibactérienne de la Levure S7.




Résultats

La souche S7: D’apres les résultats mentionnés dans la figure 36, le plus grand
diametre marqué par cette souche est dans le cas de B. spizizenii (13,37mm) suivi par
E.coli (10,60mm) et dernierement P. aeruginosa (9,03mm). Aucun effet n’a été observé

avec S. aureus et B. subtilis.
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Figure 36 : Mise en évidence de I’activité antibactérienne de la souche S13

La souche S13: La plus grande activité a été enregistrée vis-a-vis E. coli par une
zone d’inhibition de 12,83mm. Elle présente aussi un pouvoir antibactérien avec une
zone d’inhibition de 10,85mm vis-a-vis B .spizizenii ;10,10mm contre P.aeruginosa et
derniérement un diametre de 9,86mm contre S.aureus.Par contre elle ne présente aucun
effet contre B.subtilis.
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Figure 37 : Mise en évidence de I’activité antibactérienne de la levure S17

La souche S17 : D’apres les résultats, la plus grande zone d’inhibition marquée
par cette souche est enregistrée contre E. coli par un diamétre de 12,59mm, cette souche
présente aussi une faible activité contre B. spizizenii et B. subtilis (8,04mm et 8,72 mm

respectivement) et elle n’a aucun effet contre les bactéries S. aureus et P. aeruginosa.
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Discussion

Un lot de souches de levures a été isolé a partir de trois échantillons de grignons
d’olive de trois régions (Minar Zarreza et Lantiya wilaya de Mila et la région EI Milia
wilaya de Jijel (Nord Est de I’ Algérie) en utilisant le milieu YPGA a 30°C pendant 3
jours, Le nombre total de ces isolats a été estimé a 16 souches. De par sa composition
riche en cellulose, en matiéere grasse, en matiére azotée et en matiére minérale constitue

une bonne source d’isolement de levures.

Les résultats ont révélé des variations significatives dans la distribution des
souches de levures en fonction des régions géographiques, indiquant que
I'environnement géographique, les conditions climatiques et géologiques du sol

peuvent influencer la diversité des levures présentes dans les grignons d'olive.

Nos résultats s’accordent avec ceux de Bataiche (2014) qui a isolé 25 souches

levuriennes a partir de grignons d’olive variété algérienne « Chemlal ».

Des études antérieures ont utilisé des produits pour I’isolement des levures a
partir de différents échantillons. Douze souches de levure ont été isolées a partir de blé
dur dans des régions arides (désert du Sahara, Algérie). (Djekrif, 2016). Vingt souches
de levures de différents types isolées de sols de palmeraie (dattes, oliviers, vignes) et
de sols steppiques (Bennamoun, 2017). Cing souches de levures ont été isolées du
désert du Sahara algérien (palmeraie de Biskra) et purifiées sur milieu PDA. (Merabti,
2006).

Labbani (2015) a isolé 15 souches de levure de deux biotopes de la région de

Constantine (Nord-Est Algérien).

Les souches isolées du grignon d’olive présentent des caractéristiques
morphologiques différentes. L’observation microscopique apporte des informations
supplémentaires sur la morphologie des souches de levures, dont la taille peut étre un
indicateur de la croissance et du développement des levures, mais la couleur varie
considérablement et peut étre due a des pigments spécifiques produits par la levure, ou
a des différences dans la composition chimique de ce microorganisme. Les résultats
enregistrés dans cette étude, concordent avec ceux rapportés par BENAOUIDA (2008),
MERABTI (2006) qui montrent une diversité dans la forme microscopique des levures
isolées a partir de différents types de sols prélevés de diverses régions algériennes et a

partir de certains bioproduits.
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L’étude des caractéres morphologiques des différentes souches a montré des
cellules arrondies, de taille petite a grande, isolées les unes des autres avec un mode de
division par bourgeonnement. Ces observations confirment la définition proposée par
Guiraud en 1998 qui distingue les levures des autres microorganismes comme faisant
partie du groupe des champignons, par leur caractére unicellulaire ; et par celle de
Bonaly en 1991 qui, proposait dans son livre que généralement les levures présentent
une reproduction asexuée par bourgeonnement et que cela constitue leur principal mode

de multiplication pour la majorité.

La filamentation peut étre un mécanisme de survie utilise par la levure dans des
conditions defavorables ou un stress environnemental (Finkel et Mitchell, 2011) la
différenciation des levures aux processus de reponse au stress. Ces raisons peuvent
expliquer la formation des filaments par 3 souches seulement (S6, S15, S10) dans notre

étude.

La filamentation peut également étre affectée par divers facteurs, notamment :
composition du milieu, conditions de croissance et autres effets environnementaux. Il
est important de noter que la capacité a former des filaments peut varier méme au sein

d'une méme espece de levure (Sudbery, 2011).

La caractérisation morphologique et biochimique des souches suggére leur
variation taxonomique. Les caractéres morphologiques et biochimiques peuvent étre
utiles pour l'identification préliminaire des souches de levures, mais ils ne sont
généralement pas suffisants pour une identification précise. La classification et
I'identification des levures nécessitent souvent une combinaison de différentes
approches, y compris des caracteres morphologiques, biochimiques, physiologiques et

moléculaire.

Cependant des analyses supplémentaires, y compris des tests physiologiques,
biochimiques et biotechnologiques, peuvent étre nécessaires pour donner une
caractérisation plus détaillée de la souche de levure isolée. Les résultats obtenus a partir
des tests biochimiques et physiologiques réalisés sur les 16 souches de levures,
montrent que ces derniers présentent des caractéristiques biochimiques différentes dont
toutes les souches ne possédent pas la capacité d’assimiler les substrats azotés.
L'azote est un élément essentiel dans la biosynthése des protéines et des acides

nucléiques, en fait, de nombreux chercheurs (Beopoulos, 2009 ; Pan et al, 2009 ;
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Mirabaghri et al, 2012 ; Virginia et al, 2014 ; Sitepu et al, 2014 ; Wang et al, 2015
; Polburee et al, 2015 ; Cavonius et al, 2015; Capus et al, 2016), ont découvert que
les cellules ne peuvent plus se répliquer lorsque l'azote est épuisé. Cependant, le
carbone continue d'étre absorbé par la cellule, il convertit les substrats internes
(carbones) en acides gras et en triglycérols, qui sont immédiatement stockés dans les
corps lipidiques. Cela permet & cette catégorie de levure de survivre a de longues
périodes de famine dans des niches seches et pauvres en nutriments. De plus, les lipides
de stockage peuvent étre plus tolérants aux conditions de séchage que les glucides de
stockage en raison de leur hydrophobicité. (Poli et al, 2014).

Les tests physiologiques montrent que les 16 souches possedent des caractéristiques
physiologiques différentes dont 6 souches (S1, S4, S8, S10, S16, etS17) transforment
I’urée en ammoniac, 9 souches réussissent a se croitre a la température de 30°C (S6,
S9, S10, S11, S12, S13, S15, S16, S17) et 5 souches résistent au NaCl (S6, S10, S12,
S14, S15). Remram et Mana (2016) ont testé deux souches Cryptococcus sp et
Candida sp par trois tests, les résultats montrent que les isolats ne peuvent pas se
développer sous 37C°, et ne poussent pas sur des cultures avec 1% de la concentration
d’Na CI tandis que cette souche Cryptococcus sp possédait la capacité de dégrader

['urée.

Pour une identification précise des souches de levures, il est généralement nécessaire
de recourir a des méthodes complémentaires, telles que I'analyse de 'ADN (séquencage

de genes spécifiques, PCR, séquencage de I'ARNT, etc.).

Un screening a été réalisé sur milieu solide (Boite de Pétri) pour la mise en évidence
de 05 enzymes a savoir : Alpha-amylase, Pectinase, Lipase, Maltase et Laccase. Les
souches testées ont été cultivées sur un milieu a base de substrat inductible pour chaque
enzyme. Ces milieux solides sont incubés a 30°C pendant 3 a 5 jours. Les résultats ont

montré que tous les isolats sont producteurs d’enzymes

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 Thippeswamy (2012) ont rapporté que les
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microorganismes sont actuellement la principale source d'enzymes industrielles, dont

50% proviennent de champignons filamenteux et de levures.

La mise en évidence des activités enzymatiques, montre que les souches S4, S7
et S13 peuvent produire toutes les enzymes (a-amylase, lipase, laccase, pectinase et la
maltase). Cela souligne le potentiel de ces souches levuriennes dans des domaines tels
que l'industrie alimentaire et la production d'enzymes spécifiques.

Ces résultats enregistrés, concordent avec ceux rapportés par Aichour (2017) qui

a montré que deux souches levuriennes Meyerozyma guilliermondii et Clavispora
lusitaniae ABS7 isolées d'écosystemes arides, région de Biskra, Sud Algérien peuvent

produire différentes enzymes (Amylase, Protease , Maltase, Cellulase et Pectinase).

D’autre part Dali et Hamame (2016) ont étudié les activités a-amylase, maltase,
pectinase et cellulase chez la levure Clavispora lusitaniae isolée a partir de grains de

blé de régions aride (Biskra).

En 2017, Bennamoun a collecté prés d'une vingtaine de souches distinctes de
levures du sol de la Wilaya EI-M'gheir d'EI-Oued. Ces souches ont ensuite été
identifiées et les résultats ont montré qu'il existait deux souches appartenant a l'espéce
Clavispora lusitaniae, deux souches appartenant a lI'espece Cryptococcus magnus et12
souches appartenant a Meyerozyma guilliermondii. La levure Meyerozyma
guilliermondii a démontré une activité lipase et estérase. De plus, une souche
d'Aureobasidium pullulans a présenté une gamme d'activités enzymatiques, notamment
la pectinase, l'amylase, l'estérase, la protéase et la lipase. Enfin, trois souches de
Yarrowia lipolytica se sont avérées avoir une activité enzymatique pour la lipase et

I'estérase.

Selon la littérature, la production d'amylase extracellulaire a déja été rapportée
chez Arxula adeninivorans, Candida japonica, les especes Filobasidium capsuligenum
et plusieurs souches de levure appartenant aux genres Lipomyces, Saccharomycopsis et
Schwanniomyces (Sujeeta et al, 2017). D’autre part, Merabti (2006), a pu identifier
des souches de levure du genre Lipomyces sp. Isolat capable de produire une activité

amylolytique élevée sur milieu PDA a une concentration de 1 %.
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La production des pectinases utilisées dans I'industrie a été rapportée chez les
microorganismes, notamment les bactéries, les actinomycetes, les champignons
filamenteux. Les levures présentent des avantages par rapport aux champignons
filamenteux par rapport 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 1’espéce S. cerevisiae est parmi les
microorganismes les plus étudiés pour la production de pectinases dans les 15 dernieres

années.

D’autre part, un grand nombre de levures sont des productrices actives de lipase
(Das, 2004). Bataiche (2014) a isolé 116 souches de levures a partir des produits laitiers
et grignon d’olive et qui sont positives a la production de lipase extracellulaire. Ceci du
probablement a la richesse de ces produits en matiere grasse. Des espéces de levures
telles que Candida, Kluyveromyces et Pichia ont été rapportées comme étant de bons

producteurs de lipase isoles du lait cru (Cocolin et al, 2002).

L’activité antimicrobienne a été aussi étudi¢e dont les propriétés inhibitrices de nos
souches levuriennes ont étés testées contre différents microorganismes (bactéries Gram
positif et Gram négatif et la levure Candida albicans) par la méthode des disques qui
est une technique permettant d’avoir une idée préliminaire sur la capacité d’un extrait

a inhiber la croissance microbienne.

Le surnageant de culture (CS) des 4 levures isolées a été testé comme source de

composé inhibiteur.

Nous avons testé cette activité sur le milieu Muller-Hinton préconisé pour les tests
d’activité antibactérienne, parce qu’il permet une meilleure diffusion des substances
bioactives et la gélose de Sabouraud pour la recherche de I’activité anti Candida

albicans

Les résultats de I’activité antibactérienne obtenus montrent que les quatre souches
levuriennes présentent une activité plus au moins considérable contre quelques

bactéries test , et aucune activité n’a été observée contre certaines bactéries.
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Nos résultats vont dans le méme sens que ceux obtenus par (Younis, et al, 2017)
qui ont étudies les propriétés inhibitrices des souches de C. kefyr en les testant contre
divers micro-organismes, dont des bactéries Gram-positif et Gram-négatif. C. kefyr a
montré une forte activité antibactérienne contre Escherichia coli (20 mm), une faible
activité antibactérienne contre Staphylococcus aureus (8 mm) et pas d’activité contre

Pseudomonas aeruginosa.

Les résultats négatifs enregistrés envers certaines bactéries tests peuvent étre
probablement di a la résistance de ces derniéres aux antibiotiques.

Cependant, Aucun effet inhibiteur a I'égard de la levure Candida albicans n’a été

détecté pour ’ensemble des isolats de levures testés.

Ces résultats négatifs des levures isolées sur les microorganismes test peuvent étre
également expliqués par ’absence de récepteurs spécifiques aux substances bioactives
produites par ces levures chez ces microorganismes. Cependant, d’aprés Heard et Fleet
(1987), I'utilisation des conditions optimales ne garantit pas un criblage efficace des
levures Killer : parce que la caractéristique principale de leurs substances bioactives est
la spécificité. Par conséquent, le choix de la souche cible est essentiel pour la détection

des levures a activité antimicrobienne.

Une autre hypothese possible, est que la quantite de ces substances synthétisées par
les isolats de levures ne soit pas suffisante pour atteindre le seuil d’inhibition, a savoir
la CMI de chaque microorganisme test utilisé (De Oliva Neto et al, 2004). Par ailleurs,
ces souches cibles, peuvent produire des substances hydrolytiques ou dénaturantes qui
inhibent 1’action des agents bioactifs des isolats de levures méme si ceux -Ci sont
produits en quantités suffisamment importantes (Perry et al, 2004 ; Madigan et
Martinko, 2007). Une équipe de chercheurs (Vadkertiova et Slavikova, 2007)
approuve nos résultats par une démonstration qui étaye une plus faible activité chez les

genres levuriens isolés du sol.

D’autre part, Golubev et Golubeva (2004) rapportent que les souches de levures
productrices d’antifongiques sont beaucoup plus fréquentes dans un écosystéme ou la
densité des populations levuriennes est relativement élevée, de sorte que la concurrence

est plus intense.
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Conclusion et perspectives

Cette ¢tude a pu répondre aux différents objectifs d'isolement, d’identification et

d’évaluation in vitro les activités biologiques des levures

L’isolement des levures a partir de trois échantillons des grignons d’olives des
régions suivantes : Mila (lantia et minar zarreza) et Jijel sur le milieu YPGA a 30°C
pendant 03 jour, a permis 1’obtention d’un lot de 17 souches : 70.58% des isolats ont
été isolés a partir de Lantia, 23.52% proviennent de Minar zarreza et 5.90% sont
d’origine Jijel (El Milia), les travaux se sont poursuivis avec seulement 16 souches, car

une souche (S5) a été contaminée .

L’identification des souches a ¢été réalisée par I’étude des caracteres

morphologiques et physiologiques.

L’étude des caracteres culturaux sur milieu solide YPGA montre quelques
colonies possedent en commun la forme ronde a ovale, surface lisse, crémeuse, brillante

et bombé et une taille comprise entre 0,81 a 3,98mm.

Aprés une croissance sur milieu YPGA, ’examen microscopique a montré que
la morphologie des cellules est variable et le mode de reproduction végétatif se fait par
bourgeonnement pour la totalité des souches, avec une sicssiparité pour les S2 , S7et
S9.

Le résultat du test de filamentation sur milieu YPGA révele la présence des
filaments chez les souches S6, S15 et S10. Par contre, les autres souches sont incapables

de développer des filaments mycéliens.

Pour les caracteres biochimiques différentes sources ont été utilisées : pour la
fermentation: galactose, lactose, glucose et le saccharose , les résultats montre que: les
souches S15 et S7 sont capable de fermenter le galactose et le lactose et le glucose et
incapables de fermenter le saccharose ; Les souches S8, S12, S16 et S17 sont
incapables de fermenter les sucres ; Les souches S1 et S14 fermentent uniquement le
galactose et S2 fermente uniquement le glucose ; Les souches S4 et S13 fermentent
uniquement le galactose et le glucose ; Les souches S3 et S4 fermentent le glucose

et S11 fermente le saccharose.

Pour I’assimilation des substrats azotés, il ressort que toutes les souches isolées

sont incapables d'assimiler les substrats azotés testés.
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Pour le test de 1’uréase, apres incubation des souches sur le milieu Christensen
pendant 3 a 7jours & 30°C, les résultats montre que 6 souches (S1, S4, S8, S10, S16,

etS17) peuvent dégrader I'urée.

Concernant les caractéres physiologiques, les deux tests réalisés ;Croissance a
37°C (les souches ont éte cultivées sur milieu YPGA a une température de 37°C )et le
test de la résistance au Na CI (I'incubation a été faite pendant 3 a 7 jours a 30°C sur le
milieu YPGA additionné avec 1% Na CI), montrent que neuf souches ont été réussies
a croitre sous cette température (S6, S9, S10, S11, S12, S13, S15, S16, S17), pour le
deuxieme test, les résultats montre que, Onze souches (S1, S2, S3, S4, S7, S8, S9, S11,
S13, S16, S17) ont été réussies a résister au Na CI.

D’une part, un screening a été réalisé sur milieu solide (Boite de Pétri) pour la
mise en évidence de 05 enzymes a savoir : lipase, a-amylase, maltase, laccase et
pectinase. Les souches testées ont été cultivées sur un milieu a 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 de la flore étudiée sont

productrices d’enzymes.

D’apres ces résultats nous avons sélectionné quatre souches a base de la grande
diversité pour la production d’enzymes : les souches S4, S7, S13 (capable de produire
toutes les enzymes étudiées) et S17 (présente 04 activités enzymatiques : lipase, o-

amylase, maltase et laccase) pour tester leurs activités antimicrobiennes.

L’activité antibactérienne des surnageant de culture des quatre souches
levuriennes sélectionnées ont été testées vis a-vis cinq bactéries. Il s’agit des bactéries
a Gram négatif coli (ATCC 25922) ; Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), et des
bactéries a Gram positif Bacillus subtilis (ATCC 10987) ; Bacillus spizizini ( ATCC
6633) et Staphylococcus aureus (ATCC 25923) . Les résultats de Iactivité
antibactérienne obtenus montrent que les quatre souches levuriennes présentent une
activité plus au moins considérable contre quelques bactéries test ; et aucune activité

n’a été observée contre certaines bactéries.

Les surnageants de culture des levures sélectionnées obtenus, ont été testés pour
leur activité antifongique contre la levure Candida albicans (ATCC 10231). Les

résultats obtenus ont montré que toutes les levures ne possédent pas une activité
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inhibitrice contre la levure candida albicans (aucune zone d’inhibition n’a été marquée)

donc ne présentent pas une activité antifongique.

Au terme de cette étude, nous fixons certains points comme perspectives :

>

>

Identification des souches

Etude de la production quantitative, en fermentation liquide ou solide, des

enzymes révélées par les levures isolées

Optimisation du milieu de production a base de déchets alimentaires et

industriels, pour un meilleur rendement et un faible codt.

Purification des enzymes produites, pour un usage alimentaire ou

pharmaceutique

Recherche chez ces levures d’autres enzymes d’intérét, pouvant ouvrir a

d’autres applications industrielles.
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Annexes

Annexe 1 : Milieu d’isolement et de conservation des souches

> YPGA (Yeast Extract Peptone Glucose Agar)

Utilisé pour la conservation de la souche. Il contient le glucose comme source de carbone

e Extrait de levure : 10g

e Peptone : 20g

e Glucose : 20g

e Agar: 159

e Eau distillée : 1000ml
pH = 5.4

Stérilisation a 120°C pendant 20 min.
Annexe 2 : Milieux d’identification et des tests

» Milieu YCB (Yeast Carbon Base)
e Glucose : 20g
o KH2PO4:1g
e MgSO4 : 0,59
e Agar: 20g
e Eau distillée : 1000ml
pH =54

Stérilisation a 120°C pendant 20 min.

» Milieu YWM (Yeast Water Medium)
e Extrait de levure : 10g

e Eau distillé : 1000ml

Stérilisation a 120°C pendant 20 min.

» L’eau physiologique
e Chlorure de sodium : 99
e Eaudistillée : 12000ml

Stérilisation a 120°C pendant 20 min.
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> Test d’uréase

Milieu Christensen :

Peptone : 1g
Glucose : 1g
Chlorure de sodium : 5¢g
Phosphate monopotassique : 2g
Urée : 20g
Rouge de phénole : 16mg
Agar : 20g
Eau distillée : 1000ml
pH = 5.4

Les six premiers ingrédients sont dissous dans 100ml d’eau distillée, ensuite le liquide

obtenu a été stérilisé par filtration en utilisant des filtres dont les pores de ces derniers ont un

diameétre de 0,45mm. Pour 1’Agar, il a été dissocie dans les 900ml d’cau distillée et subit une

stérilisation a120C°pendant 15min, Puis rajouté a la premiere préparation (Guiraud, 1998)

Annexe 3 : Milieux de la mise en évidence des activités enzymatiques

> Détermination de P’activité maltase

YPMA (Yeast Peptone Maltose Agar)

Extrait de levure : 15¢g
Peptone : 20g
Maltose : 20g

Agar : 209

Eau distillée : 1000ml
pH =54

Stérilisation a 120°C pendant 20 min.

> Détermination de I’activité alpa amylase

YPSA (Yeast Peptone Starch Agar)

Extrait de levure : 15¢
Peptone : 20g
Amidon : 20g
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e Agar: 209
e Eau distillée : 1000ml
pH=5.4

Stérilisation & 120°C pendant 20 min.

» Détermination de ’activité pectinase
YPPA (Yeast Peptone Pectin Agar)

e Extrait de levure : 159

e Peptone : 209

e Pectine : 20g

e Agar: 209

e Eau distillée : 1000ml
pH=54

Stérilisation a 120°C pendant 20 min.

» Détermination de ’activité lipase

TPA (Tween Peptone Agar)

e Peptone:10g

e NaCl:0,1¢g

e CaCl2,2H20:20¢g

e Tween 20 :10ml

e Agar:20g¢g

e Eau distillée : 1000 ml
pH =54

Stérilisation a 120°C pendant 20 min.
» Détermination de ’activité laccase
SGA (Stache Glucose Agar)

e Amidon de pomme de terre : 409
e Glucose : 20g

e Bleu de promophénol : 0,2%
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e Agar: 209
e Eau distillée : 1000ml

Stérilisation & 120°C pendant 20 min.
Annexe 4 : Préparation des reactifs révélateurs

» Lugol 1 : pour le milieu YPSA
e lodure de potassium: 2 g
e lode métalloide 12:1g
e Eau distillée : 100 ml
» Lugol 2 : pour le milieu YPPA
e Di-iode (12) : 1g
e D’iodure de potassium (KI) : 59
e Eaudistillée : 330ml
» Rouge Congo pour les milieux YPMA
e Poudre de Rouge Congo : 1g
e Eau distillée : 100ml

Annexe 5 : Milieux de la mise en évidence de I’activité antibactérienne et

antifongique

> Milieu YPG (Yeast Extract Peptone Glucose)
e Extrait de levure : 10g
e Peptone : 20g
e Glucose : 20g
e Eau distillée : 1000ml
pH =54

Stérilisation a 120°C pendant 20 min.

» Sabouraud
e Peptone : 10g
e Glucose : 20g
e Agar: 159
e Eau distillée : 1000ml
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Stérilisation & 120°C pendant 20 min.
Annexe 6 : Résultats de la mise en évidence des activités enzymatiques

» oa-amylase

S1
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» Activité pectinase

> Activité Maltase
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S12

S13
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Abstract

In this study, we are interested in the isolation, identification and study of the
biological activities of some yeast strains. The isolation was carried out using olive

pomace harvested from two cities: Mila and Jijel

These microbial niches allowed the isolation of 16 strains which show good
growth on YPGA medium at 30°C. Their identification was carried out by the study of
morphological, cultural, biochemical, physiological, and biotechnological characters.
According to the results obtained, most of the strains present different macro and
microscopic characteristics as well as the results of the filamentation test under a
microscope showed the ability of only 3 strains to form filaments. For nitrogen
assimilation, it appears that the isolated strains are incapable of assimilating all the
nitrogenous substrates tested, on the other hand these yeasts have different capacities
for the fermentation of the sugars used (D-glucose, D-galactose, D- maltose and D-
sucrose) and for the conversion of urea into ammonia, the best urease production of
which is marked by strain 1. For the two physiological tests, the results obtained for
growth at 37°C and resistances to NaCl show that: nine strains were successful in
growing under this temperature and eleven strains were successful in resisting NaCl.
The enzymatic potential of the isolates was also studied and evaluated to produce 05
different activities by the growth of yeasts on different substrates. The enzymes studied
are a-amylase, pectinase, lipase, maltase and laccase. The results showed that the best
performing strains for each enzyme are: a-amylase: S17, maltase: S1, lipase: S8,

laccase: S17 and pectinase: S16.

According to the results of the enzymatic activity and the tests of the
physiological characters, we selected 4 yeast strains (4, 7, 13, and 17) to study in vitro
their antimicrobial activities against 5 bacteria and yeast by the disk diffusion method
on solid agar at a temperature of 37°C for antibacterial activity and 30°C for antifungal
activity. The results obtained show that most of the yeast strains have different

sensitivities against the microorganisms used.

Keywords: Isolation, Identification, Yeasts, enzymatic activity, antimicrobial activity
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Intitulé : Screening, identification et activités biologiques de quelques souches levuriennes.

Résumé :

Dans cette étude, nous sommes intéressées a 1’isolement, l'identification et I’étude des activités biologiques de
quelques souches levuriennes. L’isolement a été réalisé a partir de grignon d’olive récoltés de deux wilayas : Mila et Jijel
Ces niches microbiennes ont permis 1’isolement de 16 souches qui présentent une bonne croissance sur milieu YPGA
a 30°C. Leur identification a ¢été réalisée par I’é¢tude des caracteres morphologiques, culturaux, biochimiques,
physiologiques, et biotechnologiques. Selon les résultats obtenus, la plupart des souches présentent des caractéristiques
macros et microscopiques différentes ainsi que les résultats du test de filamentation sous microscope a montré la capacité
de 3 souches seulement a former des filaments. Pour I’assimilation d’azote, il ressort que les souches isolées sont
incapables d'assimiler tous les substrats azotés testés, par contre ces levures présentent des capacités différentes pour la
fermentation des sucres utilisés (D-glucose, D-galactose, D-maltose et D-saccharose) et pour la conversion de I'urée en
ammoniac dont la meilleure production d’uréase est marquée par la souche 1. Pour les deux tests physiologiques, les
résultats obtenus pour la croissance a 37°C et la résistance au Na Cl montrent que : neuf souches ont été réussi a croitre
sous cette température et onze souches ont été réussi a résister au NaCl. Le potentiel enzymatique des isolats a été aussi
¢tudié et évalué pour produire 05 activités différentes par la croissance des levures sur différents substrats. Les enzymes
¢tudiées sont a-amylase, pectinase, lipase, maltase et laccase. Les résultats ont montré que les souches les plus

performantes pour chaque enzyme sont : a-amylase : S17, maltase : S1, lipase : S8, laccase : S17 et pectinase: S16.
D’apres les résultats de I’activité enzymatique et les tests des caractéres physiologiques, nous avons sélectionnés 4
souches levuriennes (4, 7, 13,17) pour étudier in vitro leurs activités antimicrobiennes vis-a-vis 5 bactéries et une levure
par la méthode de diffusion en disque sur gélose solide a une température de 37°C pour I’activité antibactérienne et de
30°C pour I’activité antifongique. Les résultats obtenus montrent que la plus part des souches levuriennes présentent des

sensibilités différentes contre les microorganismes utilisés.

Mots clés : Isolement, Identification, Levures, activité enzymatique, activité antimicrobienne
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