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         Depuis longtemps, la production d’enzymes est dominée par les bactéries et les 

moisissures :   les plus couramment utilisées B. licheniformis, B. amyloliquefaciens et A. niger  

car elles ont la capacité de produire de grandes quantités d'enzymes. Elles produisent environ 

60% des enzymes disponibles sur le marché.  Peu d’études ont été réalisées sur la production 

d’enzymes à utilisation industrielle par les levures.  Les levures ne sont pas aussi omniprésentes 

que les bactéries dans l'environnement naturel, mais elles peuvent néanmoins être isolées du 

sol, de l'eau, des aliments, des plantes, des animaux et des insectes. 

Environ 1000 espèces de levure ont été décrites, mais de nouvelles espèces sont régulièrement 

caractérisées et il y a une biodiversité considérable de la levure inexploitée sur Terre (Walker, 

2009).  Par exemple, il a été estimé (en 1996) que seulement 0,065% des genres de levure (62 

000 au total) et 0,22% espèces de levures (total 669 000) ont été isolées et caractérisées. 

Cela signifie qu'il existe un immense fossé dans nos connaissances concernant la biodiversité 

disponible des isolats naturels sauvages de levure.  

 

En effet, le marché mondial des enzymes est représenté par 80% des hydrolases, 

particulièrement les amylases et les protéases (Morvan ,2010). La demande de différentes 

enzymes est en augmentation continue. En Algérie, les enzymes utilisées dans diverses 

industries (panification, biscuiterie, amidonnerie…etc) sont importées en totalité, ceci a un 

effet néfaste sur l’économie du pays d’où la nécessité de la production de ces enzymes dans 

des  ateliers locaux en utilisant des souches locales 

Les enzymes de levures sont de plus en plus utilisées en industries pour faciliter les procédés 

et diminuer le coût énergétique du produit fini en particulier dans les IAA. La recherche de 

nouvelles enzymes de levures possédant un potentiel d’application industrielle continue à se 

développer. Des levures comme Pichia pastoris, Saccharomyces cerevisiae et Hansenula 

polymorpha sont utilisées actuellement pour la production industrielle de protéines et 

d’enzymes, y compris les protéines pharmaceutiques (Johnson et Echavarri-Erasum, 2011). 

Les levures Yarwinia lipolytica et Rhodotorula glutinis sont utilisées grâce à leur capacité à 

produire des lipases, dans les industries du pétrole, en blanchisserie, en industrie des 

détergents et dans les IAA (Burden et Eveleigh 1990 and Gholam and Sahebeh, 2013). Dans 

notre étude, l'accent sera mis sur la production d’enzymes amylolytiques en particulier, l’α-

amylase et la pullulanase chez la levure Clavispora lusitaniae. A ce jour, peu d’études ont été 

menées sur la levure Clavispora lusitaniae. 
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Dans notre étude portant sur la production qualitative de différentes enzymes à utilisation 

industrielle : α-amylase, protéase, maltase, pectinase, lipase, estérase, cellulase, uréase, 

laccase ;  nous avons choisi les levures comme producteurs, vu leur remarquable capacité à 

coloniser et à exploiter une grande variété de substrats (Leveau et Bouix, 1993) et donc 

probablement une remarquable production d’enzymes extracellulaires.  

 

Notre étude consiste,  premièrement, à l’isolement des levures à partir des aliments comme 

lemzeiet et le yaourt et des déchets alimentaires comme les pelures de la pomme de terre. 

deuxièmes, à la mise en évidence de différentes enzymes chez les levures sélectionnées et 

troisièmes essai d’identification des souche levurienne par la méthode conventionnelle. 
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Ce modeste travail a été réalisé au niveau de laboratoire de génie microbiologique et 

application (GMA) département de biochimie biologie cellulaire et moléculaire 

faculté des sciences de la nature et de la vie Université des frères Mentouri 

Constantine. Le but est la recherche d'enzymes d'intérêt biotechnologique produites 

par des levures locales. 

1.Echantillonnage 

Les levures dans notre étude sont isolées à partir de trois échantillons : 

 Denrées alimentaire 

                                                

 

                             Yaourt                                                          Lemzeiet  

 

 Déchets  alimentations : 
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                                                                Pelures de pomme de terre 

               

                                  Figure 14: Echantillonnage  de l’isolement des  levure                         

 

a.Yaourt  

 Il est composé de  lait reconstitué, sucré, aromatisé, acheté du marché local 

Constantine 

 b.Lemzeiet  

Produit d’agriculture, traditionnel de l'Est Algérien, procuré du marché local 

de Constantine et conservé dans des récipients fermés hermétiquement. 

c.Pelures  de pomme de terre  

Déchet alimentaire domestique conservé dans des récipients fermés 

hermétiquement 

2.Isolement 

2.1.Milieu d’isolement 

Le milieu utilisé pour  l’isolement est le milieu YGC (Yeast extract Glucose 

Chloramphenicol ) sa composition est la suivante : 

            Extrait de levure :5g/l  
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            Glucose :20g/l 

            Chloramphenicol :0.1g/l(antibactériennes ) 

            Agar :20g/l 

Stérilisation à 120°C pendant 20 min. 

2.2. Préparation  des  solutions mère 

2.2.1. Solution mère du yaourt 

L’isolement de levures est réalisé à partir de 10 g de yaourt, ajoutés à 

90 ml de l’eau distillée stérile, bien agiter 

2.2.1. Solution mère de déchet de pomme de terre  

L’isolement de levures est réalisé à partir de 10 g  de déchets pomme 

de terre, ajoutés à 90 ml de l’eau distillée stérile. 

 

 

2.2.1. Solution mére de lemzeiet  

L’isolement de levures est réalisé à partir de 10 g  de lemzeite,et 0.45% 

de tween  80 ajoutés à 90 ml de l’eau distillée stérile., bien agiter 

2.3.Préparation des dilutions  

-Après homogénéisation, préparer une série de dilutions décimales de la 

solution mère jusqu’à 10-7 (Jerome et al., 2004). 

-Couler le milieu YGC stérile dans des boites de pétri 

-Après solidification du milieu,100 μl de chaque dilution sont étalés, 

séparément, sur la surface du milieu avec un  râteau.  

Incuber à 25°C pendant 2-7 jours  
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 Des observations quotidiennes de l’aspect macroscopique et microscopique 

des isolats sont réalisées.  

2.4.Repiquage des souches 

- Après l'observation  macroscopique des isolants, les levures sont repiquées 

sur milieu YPGA (annexe 1) par la méthode des stries  

-Incuber  à 25°C pendant 3 jours  

3. Purification des souches 

La  purification des levure est effectuée par le méthode des stries sur YPGA (annexe 

1). L'incubation des souches est effectuée à 25°C pendant  2 à 3 jour (John et Michael, 

2007). 

4. Conservation des souches 

Les souches  pures sont conservées sur le milieu YPGA (annexe 1) à 4°C pour une  

courte durée et sur milieu incliné de YPGA + glycérol  à-20°C pour une  longue 

durée. 

 

 

5.Composition physico-chimique  des solutions mère 

 5.1.Dosage des sucres (Dubois et al., 1956)  

L’acide sulfurique concentré provoque à chaud la déshydratation des oses avec 

la formation d’hydroxy-méthyl furfural (cas d’un hexose) et d’un furfural (cas 

d’un pentose). Ces composés se condensent avec le phénol pour donner des 

composés colorés ; l’intensité de la coloration est proportionnelle à la 

concentration en oses  
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                                             Figure 15:Courbe étalon des sucres totaux 

5.2.Mesure du pH des solutions mère des échantillons de 

l'isolement  

Après filtrationdes échantillons,  le pH des solutions mère  est mesuré à l’aide 

d’un pH mètre. 

6.Sélection des  souches  

La  première sélection des souches levuriennes est basée sur la croissance rapide sur 

YPGA à 25 °C 

7.Mise en évidence des activités enzymatiques  

La  production d'enzymes est recherchée qualitativement sur milieu solide. Les 

enzymes à étuder sont :α amylase , cellulase ,pectinase, laccase, estérase, protéase, 

lipase, maltase et uréase. 

 

7. 1.Détermination de l’activité cellulasique  

Cette activité est réalisée par le milieu YPCA (Yeast Peptone Cellulose Agar 

)g/l:  
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 Cellulose 1%     

 Extrait de levure 5g 

 Peptone 10g  

 Agar 20g 

 Stérilisation à 120 °C pendant 20 min. 

 

7. 2.Détermination de l’activité maltasique 

Cette activité est réalisée par le milieu YPMA ( Yeast Peptone Maltose Agar 

)g/l : 

            Extrait de levure 5g 

            Peptone 10g 

            Maltose 20g 

            Agar  20g 

            Stérilisation  à 120 °C pendant 20 min  

7.3.Détermination de l’activité de  pectinase 

Le milieu utlisé pour la mise en evidence de cette l'activité est YPPA (Yeast 

Peptone Pectin Agar )g/l : 

Extrait de levure 10g 

Peptone 10g 

Pectine  20g 

Agar  20g 

Stérilisation  à 120 °C pendant 20 min  

7.4.Détermination de l’activité d’etérase 

Le milieu préparé pour la mise en evidence de cette l'activité est le suivant  : 

NaCl 0.1g/l  

 CaCl2,2H2O 20g 

Peptone  20g/l 

Agar 20g/l   

tween 80 :10ml 

Stérilisation  à 120 °C pendant 20 min. 

7.5.Détermination de l’activité de laccase  
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Le milieu utlisé pour la mise en evidence de cette l'activité est le suivant   : 

Amidon de pomme de terre 50g/l  

Glucose  20g/l  

Bleu  de bromophénol 0.2 %  

Agar 20g/l  

Stérilisation  à 120 °C pendant 20 min  

 

7.6.Détermination de l’activité α- amylasique (dégradation de 

l’amidon)  

Le milieu utilisé pour la mise en evidence de cette l'activité est le suivant :  

YNB (Yeast Nitrogen Base)  6.7 g/l   

Amidon 2g/l (Tatsinkou et al., 2005) 

Stérilisation à 120 °C pendant 20 min. 

  

7.7.Détermination de l’activité de lipase  

Le milieu utilisé pour la mise en evidence de cette l'activité est le suivant :  

NaCl 5g/l 

CaCl2, 2H2O 0.1g/l  

Peptone  10 g/l   

Agar 20g  

Tween  20 :10ml (Tehreema et al., 2011) 

Stérilisation  dans autoclave à 120 °C pendant 20 min. 

  

7.8.Détermination de l’activité de protéase  

Le milieu utilisé pour la mise en évidence de cette l'activité sont : 

Agar 20 g/l  

Stérilisation à 120 °C pendant 20 min, aprés refroidir 40°c dans un bain marie 

Ajouter 100g/1L de lait écrémé  (Juszczyk et al., 2005).  

 

7.9.Détermination de l’activité d’uréase  

Le milieu utilisé pour la mise en évidence de cette l'activité est de Christensen 

additionné de 20g/l  d’urée (Annexe 1). 
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Stérilisation  par filtration. 

8.Ensemencement  des milieux  

Préparer des suspensions à partir des cultures levuriennes jeunes.  

Ensemencer par dépôt  de goutte de suspension au centre du milieu (deux répétitions 

pour chaque levure). 

Incuber à 25°C pendant 3 à 5 jour . 

 

9.Révélation  

L'activité est révélé par l’apparition d’une zone claire de forme anneau entouront la 

croissance de levure. 

           -Pour les enzymes :estérase, laccase, uréase, protéase et lipase,  la zone est 

révélé  

           directement  sans  détecteur : 

-La présence d’enzymes lipolytiques se distingue par précipitation  des cristaux 

autour des colonies ( forme anneau) en raison de la dégradation des sels de 

l’acide gras qui constitue le Tween 80 (Tehreemaet al., 2011). 

-La présence d’enzymes protéolytique se distingue par la formation d'anneau 

clair autour des colonies qui traduit une dégradation des caséines du milieu et 

donc une présence d’enzymes protéolytiques (Juszczyk et al., 2005). 

-La présence d’enzymes laccase se distingue par la formation d’un anneau 

jaune. 

-L’activité de l’estérase se distingue par la formation d'anneau clair autour des 

colonies 

-La réaction positive pour l’uréase  se traduit par une coloration rouge violacée 

par contre une teinte jaune du milieu indique une réaction négative (Guiraud, 

1998). 

-L’activité α-amylasique est révélé par :  inondation les boîtes de Pétri avec la 

solution de lugol 1  (annexe 1) laisser agir pendant 15 min  qui colore 

spécifiquement l’amidon non dégradé en bleu-violet (Perrier et al., 1997 ; Prat, 

2007). L’anneau clair sur le pourtour des souches indique la dégradation de 

l’amidon 

-L’activité pectinolytique est révélée par : le lugol 2 ( annexe 1 ) , laisser agir 

pendant 20 min. L’activité pectinolytique est mise en évidence par l’apparition 
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de zones claires forment un anneau autour des colonies (FernandesSalomão TM 

et al., 1996). 

-L’activité enzymatique de la cellulase et de la maltase est révélée par le rouge 

congo 1%(annexe 1),laisser agir 15 à 20 min puis rinçer par le NaCl (annexe 1), 

laisser agir 20 min, les activité sont  mise en évidence par l’apparition de zones 

claires qui forment un  anneau autour des colonies. 

Nous avons mesuré le diamètre des zones de lyse pour chaque enzyme et pour chaque 

levure. 

 Faible activité : Diamètre inférieur à 2 mm  

Activité moyenne : Diamètre entre 2-10 mm  

Et forte activité : Diamètre supérieur à 10 mm 

10. Sélection de la souche la plus performante pour  la production 

d’enzymes  

A partir des résultats de la mise en évidence des activités 

enzymatiques, on a sélectionné des souches  représentant  une grande  capacité  de 

production d'enzymes. 

11. Identification des levures 

L’identification des levures  isolées, selon les méthodes 

conventionnelles, repose sur la détermination de divers caractères culturaux, 

morphologiques et physiologiques (Kurtzman et al., 2011a) 

11.1. Caractéristiques morphologiques  

11.1.1.Aspect en milieu liquide 

Les souches pures sont ensemencées sur milieu YPG liquide et 

incubées 3 jours à 25°C. Au cours de cette incubation, on vérifie la présence d’un 

trouble ou non, d’un voile, d’un anneau, de dépôt granuleux poussiéreux et la 

formation de gaz. 

11.1.2. Aspects en milieu solide 

Les  souches  pures sont repiquées sur YPGA par la méthode des stries. 

Les boites sont incubées 3 jours à 25°C puis laissées à la lumière et à la température 

ambiante pour favoriser l’apparition éventuelle de pigment. 
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L'observation des colonies est réalisée afin de décrire leur forme 

(contour régulier ou irrégulier, convexes ou concaves), leur aspect (brillant ou mat 

,visqueuse) et leur couleur ....etc. 

11.1.3. Caractéristiques microscopiques  

11.1.3.1.Forme  et taille des cellules 

Afin de  déterminer la forme, la taille des cellules des levure. 

L’examen microscopique est effectué  pour des cultures jeunes en YPG et YPGA (24-

48 h à 25°C)  sur une lame  à l’état frais (grossissement x40 et/ou grossissement 

x100). 

11.1.3.2. Mode de reproduction 

 Reproduction asexuée : 

Elle observée sur une lame   à l’état frais (grossissement x40 

et/ou grossissement x100).Cette étude est réalisée sur des cultures jeunes en milieu 

YPGA. 

Reproduction sexuée (sporulation) : 

Le milieu PDA (annexe 1) est ensemencé par le levure. Il est 

incubé de 7 à 10 J à 25 °C. Un étalement sur lame  a été effectué  et l’observation  au  

microscope à l’état frais et réalisée  (grossissement x40 et/ou grossissement x100). 

11.1.3.3. Test de filamentation 

L’aptitude à la filamentation est observée à partir d’une culture 

sur milieu PDA  en boite de Pétri. La levure à examiner est ensemencée en une strie 

longitudinale à la surface du milieu gélosé 

Une lamelle stérile est ensuite placée sur le centre de la strie. 

L’observation microscopique (grossissement x40 et/ou grossissement x100).est ralisée 

durant le  période de 3 à 7 J.  

La   présence du  mycélium et la colonie ainsi que sa  nature 

sont notées 
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  Figure 16:   Strie longitudinale à la surface du milieu gélosé pour le test de 

filamentation     

 

 11.2. Caractéristiques physiologiques 

11.2.1.Fermentation des sucres 

Le test se fait selon la méthode classique l'étude s'effectue dans tubes à 

essai contenant chacun une cloche de durham, 4ml de milieu de base et les 2ml de 

solution du sucré  à testé  

11.2.1.1.Milieu de base  YP (Yeast Peptone) 

La composition du  milieu de base YP est la suivant : 

Extrait de levure  4.5g/l  

Peptone  7.5g/l 

11.2.1.2.Solutions des  sucres   

Les sucré testé sont le D-glucose,le D-galactose,le saccharose, 

le D-maltose , cellubiose, le D-lactose,le xylose, amidon soluble et le D-raffinose  

Préparér la solution du sucre à tester  2% de chaque sucre (2g ) 

dans 100 ml d’eau distillée exception pour le  D-raffinose 4% (4g) dans 100ml 

Stériliser   à 120°C pendant 20 min . 

11.2.1.3.Ensemencement  

Préparer   une suspension a partir de chaque jeune souche. 

Ensemencer  100 μl de la suspension levurienne dans les tube, 

la présence de gaz dans la cloche, témoigne la  fermentation du sucre incriminé. 
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11.2.2.Assimilation de substrats carbonés  

L’étude de l’assimilation des sources carbonées est réalisée sur milieu 

minimum YNB, additionné de 0.5 % de source de carbone: pour 100 ml  de l'eau 

distillé nous ajoutons 6.7 g de YNB et  5g de source carbonés .Ce milieu est stérilisé 

par filtration (diamètre, Ø = 0.22 μm), puis réparti dans des tubes contenant 4.5 ml 

d’eau distillée stérile (0.5 ml/tube).  

Les  substrats  carbonées  testées sont : le D-glucose, le D-galactose, le 

saccharose, le D- maltose, le lactose ,le raffinose ,l’arabinose,le manitole ,rhamnose, 

sorbitole, D-xylose,amidon soluble,cellubiose,inositole,sorbose. 

 L’inoculation des milieux par 100μl des suspensions des souches. 

 L’assimilation de la source carbonée se traduit  par le milieu trouble 

indiquant la croissance de la souche dans le milieu après incubation à 25°C pendant  

72 h  à 03 semaines. 

11.2.3.Assimilation de substrats azotés  

Les sources azotées testées sont : nitrate de potassium (KNO3), 

cystéine , tryptophane ,leucine, acide aspartique, alanine, thréonine, acide 

glutamique ,glutamine, guanine et adénine 

Le  sulfate d’ammonium et peptone sont utilisées comme témoin 

positif  

 Le milieu utilisé dans cette étude est YCB(Yeast Carbon Base) 

(annexe 1) 

Préparer les solutions azotés (solution acide aminé) à 1% (1g de  

source azoté dans 100ml d’eau distillée) 

Ensemencer le milieu de base YCB (stérile ) en masse avec 1 ml de 

levure et bien  mélanger. 

Après  solidification du milieu,  déposer les disques stériles imprégnés 

des solutions azotées susmentionnée 

 Incuber 3 à 7 Jour à  25°C 

 Observer  la croissance de la levure autour du composé azoté 

12. Identification des levures sélectionnées 

Les résultats obtenus sont comparés avec ceux de Kurtzman et al., 2011 afin d’essayer 

d’identifier les genres des 05 souches levuriennes. 
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 Résultats et discussion 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.Composition biochimique des solution mère 

Le dosage des glucides par la méthode de Dubois (1956) et la mesure du pH des trois 

solutions mère des échantillons: yaourt, lemzeiet et pelures de pomme de terre ont été 

effectués. Les résultats sont présentés dans la figure17et 18. 
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Figure17 : Taux de glucides des trois solutions mère étudiées  

 

                           Figure18 :  pH  des solution mère des échantillons  

D'après les figures 17 et 18, on constate que les trois échantillons ont un pH acide de 

4.59, 5.9 et 6.28 pour le yaourt, lemzeiet et déchet de pomme de terre respectivement. 

Le taux des glucides est de 0.318 pour le yaourt ,0.225 pour lemzeiet et 0.140 pour les 

déchets de pomme de terre .Ces résultats sont en accord avec la bibliographie: 
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-     Pour les déchets de pomme de terre, il s'est avéré leur richesse en acides aminés 

essentielles à l’exception de l’acide glutamique et des acides aminés soufrés (cystéine 

et méthionine), elle renferme aussi des composés antioxydants (Gravoueille, 1996). 

La composition chimique de la pomme de terre  est :  Matière sèche , Fibres brutes , 

Amidon(dégrdation de l’amidon),Sucres réducteurs , Azote total , Azote protéique , 

Acide citrique ,Thiamine (vitamine B1) ,Cendres,calcium ,magnésium ,potassium , 

sodium ( Yaganza, 2005) 

-pour lemzeiet (blé fermenté) il riche en Amidon, Protéines, Sucres réducteurs,Fibres 

,cendre  (Saulnier, 2012). 

-pour grain de blé il riche en glucides (amidon , fibres et pentosanes), protéine , 

gluten, lipides , minéraux , enzymes(lipase , lypoxygénase) et Vitamine (Gouasmi et 

al.,2017) 

-Et pour le yaourt en plus du lactose sucre du lait on a ajouté du sucre , selon se 

composition sur l'embalage : arome calcuim laitiar ,ferments lactiques  ,matier grass. 

2.Isolement des souches de levures 

L’isolement des levures à partir de trois échantillons 2 denrées alimentaires :yaourt (Y) et 

Lemzeiet(M) et un déchet alimentaire: dechet de pomme de terre (P)  a permis l’obtention de  

quatre-vingts souches levuriennes figure 19 

Ces souches ont donné une bonne croissance sur les milieux YGC et YPGA, après l’incubation                 

à 25°C pendant 2 à 7 jour.  
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Figure 19: Fréquence des souches levuriennes 

Le nombre de levures isolées par échantillon varie entre 24 et 38. 

Nous avons constatée une forte densité de levure dans les déchets de pomme de terre.. 

 

Les résultats ont montré des levures de  différentes couleurs :blanche, crème et corail figure 20. 

 

Blanche   

 

Corail   

 

Créme  

 

                                         Figure20: Couleurs des isolats  

                       

DPT

Y M
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Les denrées alimentaires (yaourt,lemzeiet) ainsi que les déchets issus de l'alimentation 

(déchet de pomme de terre) ont permis l'isolement d'un nombre important de levures 

(80 souches) car riches en glucides (figure 17)et d'autre nutriments  comme les 

protéines , les lipase ....etc (Gravoueille, 1996 ; Yaganza, 2005 ; Saulnier, 2012 ; 

Gouasmi et al.,2017),et selon le bibliographie ,  les levures préfèrent , pour leur 

habitat ,les milieux contenant les glucides (Oteng-Gyang, 1984 et Jimoh et al., 2012; 

Greppi et al., 2013; Adewara et al., 2013). 

Conclusion partiel 

Les denrées alimentaires et les déchets issus de l'alimentation sont  des niches 

microbiennes intéressantes pour l'isolement des levures. 

3.Sélection des  souches  

Une quarantaine de  souches  à croissance rapide sur YPGA à 25°C  a été sélectionnée 

(tableau 10). 

Tableau10 : Origine de souches  sélectionnées 

Origine Code de souche 
Déchet de pomme de 

terre 
P1,P2,P3,P4,P5,P6,P7,P8,P9,P10,P11,P12,P13,P14,P15,P1
6,P17,P18,P19,P20,P21,P22,P23,P24,P25,P26,P27,P28,P2

9,P30,P36,P37 
Lemzeiet M31,M32,M33,M34,M35 

Yaourt Y38 
 

On remarque qu’un nombre important des levures sélectionnées (34 souches) est 

d’origine des déchets de pomme de terre. Pour lemzeiet et le yaourt, 05 souches et 01 

souche ont été sélectionnées respectivement. 

4. Mise en évidence des activités enzymatiques  

Ce test est réalisé pour mettre en évidence la production de 09 enzymes :α-amylase , 

cellulase, pectinase,  laccase, estérase, protéase, lipase, maltase, uréase pour les 

levures sélectionnées sur des milieux solides et spécifiques (appropriés pour chaque 

enzyme). 
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Après révélation spécifique (voir chapitre matériel et méthodes), les résultats sont 

rapportés dans le tableau 11 et les figures 22, 24, 26, 28, 30, 32, 34, 36 et 38.   
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         Tableau 11 : Mise en évidence des activités enzymatiques des 38 souches de levures sélectionnéés . 

Enzyme 

 

 

Souche 

α-amylase 

(cm) 

CMCase 

(cellulase) 

(cm) 

Maltase 

(cm) 

Protéase 

(cm) 

Lipase 

(cm) 

Laccase 

(cm) 

Pectinase 

(cm) 

Estérase 

(cm) 

 

Uréase 

(cm) 

P 1 - - - +   1.8 - - - + 2 - 

P2 - + + 0.7 +1.7 + 2 - - + 2.5 - 

P3 - +  1.6 - + 1.5 - - - - - 

P4 + 2.8 +  1.5 - + 1.6 +1.4 - + 2.5 - + 

P5 - +1.3 + 0.8 + 1.2 - + 3.5 + 1.3 + 1.2 + 

P6 - + 1.4 +0.7 + 1.3 + 1.5 - + + 2.7 - 

P7 - + 1 - +1.4 +2 - + + 2.4 - 

P8 - + - +1.9 - - - + 1.7 - 

P9 - + 1.5 +1 +2 +1.3 - - + 2.4 - 

P10 - +0.9 - + 1.6 - - - + 1.8 - 
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P11 - +1.2 + 1 + 2 + 1.6 - + + 2 - 

P12 - + 1.4 - + 1.9 + 2 - + + 2.2 - 

P13 - - + 1 + 1.7 + 2.4 - - + 3 - 

P14 - - - + 1.4 + 2.3 - + + 2.8 + 

P15 - +0.7 - +  1.4 + 1.8 - + + 3.5 + 

P16 - - + 1 + 1.4 - - + + 1.3 - 

P17 - + 0.7 +  1 + 2.4 + 1.6 - - + 2.8 - 

P18 + + 1 + 1.2 + 2.3 +  2.2 - - +  3 - 

P19 - - + 1.3 +  1.9 - - - +  1.7 - 

P20 - + 2.8 - - + 3 - + - - 

P21 - - - + 3.5 + 2.8 - + - - 

P22 - + 1.4 - + 3.5 + 2.5 - - - - 

P23 - + 1.5 - + 4 + 2.5 - - - - 

P24 - - + 1.4 - + 2.8 - - - - 

P25 - - + 1.3 - +2.4 - + + 3 - 

P26 - - + 1.4 - + - + + 2.8 - 

P27 - - + 1.5 - + - + 1 +3 - 
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+          

test positif , - test négatif  , P:déchet de pomme de terre ,M:lemzeiet , Y:yaourt .

P28 - - +1.5 + 4 + - - + 2.7 - 

P29 - +1.2 - + 4 - - - + 3.2 - 

P30 - + 1.5 + 1.4 +4.4 + - - +2.8 - 

M31 - + 1.9 - +  4.8 - - - + 2 - 

M32 - + 1.2 - + 4 + 2.7 - - + - 

M33 + 2.3 + 1.8 + 0.9 - + 3.3 - + + 3.5 - 

M34 - + 1.4 + 1.4 - - - + 2 + 4 - 

M35 - + 2.5 + 0.8 +  3.8 + 4 - + 2.8 + 4 - 

P36 - - - - +3.5 - + 1.7 +3.5 - 

P37 - + 1 - + 3.5 + 3.3 - + 1.5 + 5 + 

Y38 +2.7 + 4.8 - + 3.9 + 3.2 - + 2 +4.5 - 
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D’aprés notre étude, les différentes souches sélectionnées ont montré une grande capacité 

d’activités enzymatique à savoir : 

 α-amylase: l’étude a montré que 4 souches (P4, P18, M33 et Y38) sont productrice de 

cette enzyme (tableau 11)  car ,elles montrent après révélation avec lugol des zones 

claires figure 22. Elles sont réparties selon l’origine comme suit : 50%  de déchets de 

pomme de terre, 25% de yaourt et 25% de lemzeiet. Et les résultats indiquent, aussi, 

que la meilleure levure pour la production de l’ α-amylase est la souche P4 puisque 

qu’elle montre la meilleure zone de lyse (2,8 cm) (tableau 11). 

                      

Figure21 : Fréquence des souches productrices  d’α-amylase 

                                 

Figure22 : Mise en évidence de l’α-amylase 

 CMCase (cellulase): 24 souche sont productrice de cette enzyme (tableau 11)figure 23 

car ,elles montrent après révélation avec rouge congo des zone claire  forme anneau 

figure 24. Les résultats révèlent que 75%  des souches sont d’origine de déchets de 

pomme de terre, 20,83% isolées à partir de lemzeiet et 4, 17% proviennent du yaourt.  
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La meilleure souche productrice de CMCase est la souche Y38 (zone de lyse de 4,8 cm) 

(tableau 11). 

                      

Figure23 : Fréquence des souches productrices  de cellulase  

                      

 Figure24 : Mise en évidence de cellulase  

 Maltase : Les souches productrices de cette enzyme, dans cette étude, sont 20 souches 

(tableau 11) et après révélation avec rouge congo, elles montrent des zones claires de forme 

d’anneau (figure 26). 85%  et 15% de ces souches sont d’origine de déchets de pomme de 

terre et de lemzeiet respectivement (figue 25).  Les meilleures souches pour la synthèse de 

cette enzyme sont P27 et P28 suivies de P24, P26, P30 et P34 avec les meilleures zones de 

lyse (tableau 11). 
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          Figure25 : Fréquence des souches productrices  de maltase 

 

                      Figure26: Mise en évidence de maltase 

 Protéase : l’étude a montré que 30  souches sont productrices de cette enzyme (tableau 11) 

car, elles montrent après révélation des zones claires figure 26. Leurs répartition est comme suit : 

87% sont procurés de déchets de pomme de terre, 10% proviennent de lemzeiet et 3% sont 

d’origine du yaourt (figure 25). La souche la plus performante pour la production de cette enzyme  

est M31(zone de lyse de 4,8 cm) (tableau 11). 

déchet de 
omme de 

terre 
85%

lemzeiet
15%

Souche P25  Souche P30 
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Figure27 : Fréquence des souches productrices  protéase    

            

Figure28 : Mise en évidence de protéase  

 

 Lipase : l’étude a montré que 28 souches sont productrices de cette enzyme (tableau 11) 

car ,elles montrent après révélation des précipitation  des cristaux autour des colonies figure 30 La 

répartition des souches productrices de lipase est la suivante : 82,143% sont d’origine de déchets de 

pomme de terre, 14,286 % et 3,57% proviennent de lemzeiet et du yaourt respectivement (figure 

29). La meilleure souche pour la lipase est M35 (zone de lyse 4 cm) 

  

déchet de 
pomme de 
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87%

lemzeiet
10%

yaourt
3%

Souche M 30 et M 31        Souche Y38 
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Figure29 : Fréquence des souches productrices  de lipase  

           

Figure30 : Mise en évidence de lipase 

 Laccase: cette étude montre qu’une seule souche  P5  est  productrice de cette enzyme 

(tableau 11), car ,elles montrent après révélation un anneau jaune de 3,5 cm (figure 32). Elle 

est issue de déchets de pomme de terre (figure 31) 

                       

Figure31 : Fréquence des souches productrices  de laccase  
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100%
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33 
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Figure32 : Mise en évidence de laccase  

 Pectinase : La révélation avec le lugol révèle que 20  souches sont productrice de cette 

enzyme (tableau 11) car, elles montrent des zones claires (figure 34). 75% de ces souches 

sont d’origine de déchets de pomme de terre, 20% sont isolées à partir de lemzeiet et 5% 

proviennent du yaourt (figure 33). La meilleure souche pour cette enzyme est M35 avec une 

zone de lyse de 2,8 cm (tableau 11). 

 

 

         Figure33 : Fréquence des souches productrices de pectinase 
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               Figure34 : Mise en évidence de pectinase 

 Estérase : 32 souches sont productrices de cette enzyme (tableau 11) car ,elles montrent 

après révélation un anneau clair (figure 36). La souche la plus performante pour l’activité 

d’estérase est P37 avec une zone de lyse de 5cm (tableau 11). 78% des souches productrices 

de’estérase sont d’origine de déchets de pomme de terre, 19% sont isolées de lemzeiet et 3% 

du yaourt (figure 35).  

                           

Figure35 : Fréquence des souches productrices  d’estérase. 
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                                   Figure36 : Mise en évidence d’estérase 
 

 Uréase : l’étude montre que 05 souche isolées  de déchets de pomme de terre sont 

productrice de cette enzyme (tableau 11 ; figure 37) car, elles montrent après révélation une 

coloration rouge violacée figure 38.  

 

                Figure37 : Fréquence des souches productrices  d’uréase 

           
                             

                         Figure38 : Mise en évidence de uréase 
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Différentes études ont isolées les levures à partir de différents échantillons :végétaux, déchets agro-

alimentaires, denrées alimentaires,….. 

Feillet., 2000 a isolé, une trentaine de souches levuriennes amylolytiques, à partir des grains de blé. 

Par sa composition riche en amidon, en matière azotée et en matière minérale, le grain de blé 

constitue une bonne source pour l’isolement de levures. 

Ouédraogo, 2012 a étudié vingt cinq souches de levures  isolées  a partir de déchets de pommes de 

terre, dix souche amylolytiques (productices d’ α-amylase) ont été identifiées à savoir :Candida 

utilis (3 souches), Candida guilliermondii (02 souches), Trichosporon mucoids (01souche) , 

Candida pelliculosa (01souche)  ,Candida lusitaniae (01souche),Candida ciferri (01souche)  

,Candida famata (01souche)  .  

Hossam et al.,2011 : Cent quatre-vingt dix huit espèces de levures ont été isolées à partir de canne à 

sucre, de déchets de traitement de croustilles (Tels que les pommes, les raisins, les prunes et les 

figues) avec une attention particulière aux fruits pourris et en décomposition (obtenus sur le 

marché local d'Assiout, Assiout, Egypte). 

Silivia., 2001 :577 isolats de levure ont été isolés à partir du yaourt. Les souches appartiennent à 10 

types de levures: Debaryomyces hansenii , Saccharomyces cerevisiae , Hansenula spp., Mrakia 

frigida , Candida parapsilosis, Debaryomyces castellii , Candida maltosa, Schizosaccharomyces 

pombe , Candida mogii  et Kluyveromyces marxianus . 

Ozmen et al.,2013 : 96 isolat de levure  isolée à partir de yaourts produits selon des méthodes 

traditionnelles dans la région nord-est de l'Anatolie de Turquie 

Merabti. ,2015 : une flore de levure isolé de blé dure  et de blé fermenté (lemzeiet).  

Dakhmouche.,2016 : Une trentaine de souches levuriennes ont été isolée  à partir des grains de blé 

dont une douzaine de souches de levures productrices d’α-amylase et de pullulanase 

thermostables. 

Dali et al.,2016 ont étudié l’activité  d’α-amylase et de maltase à partir de levures isolées par Dr 

Dakhmouche-Djekrif Schehrazad ,2016  à partir des grains de blé d’une région aride. 

Shahida.,2004 :a isolée 165 souches de levure à partir de 100 échantillons de sol ont été prélevés 

dans 10 régions comprenant 10 sites .Les levure obtenu :Lipomyces starkeyi ,L. tetrasporus, D. 

hansenii var. Fabryi et D.occidentalis ,Debaryomyces polymorphus, Dipodascus spicifer, 

Galactomyces geotrichum,G. reessii, Kluyveromyces lactis, L. kononenkoae, L. mesembrius, 

L.spencermartinsiae, Pichia anomala, P. fabianii, P. guilliermondii  , Yarrowia, Cinq isolats qui 

ont été classiquement identifiés, comme Lipomyces  
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 Labbani.,2015 : L’isolement des levures à partir d’un sol agricole a permis l’obtention de 15 

souches appartenant à : Saccharomycétales (Hanseniaspora  uvarum  , Pichia kluyveri , 

Hanseniaspora opuntiae , Meyerozyma guilliermondii et  Saccharomyces cerevisiae)  

Aichour .,2017 : deux souches Meyerozyma guilliermondii  et Clavispora lusitaniae ABS7  isolées 

d’écosystèmes arides, région de Biskra, Sud Algérien . Les deux souches levuriennes montrent 

une activité α-amylasique, maltasique, cellulasique et pectique. 

Bennamoun , 2017 a isolée une vingtaine de souches de levures à partir du sol de la région d’El-

M’gheir Wilaya d’El-Oued, les souche ont été identifiées : 02 souches de Clavispora lusitaniae, 

02 souches de Cryptococcus magnus, 12 souches de Meyerozyma guilliermondii ; cette levure a 

montré une activité de lipase et d’estérase ,01 souche d’Aureobasidium pullulans produit de 

différentes activités enzymatiques : pectinase , amylase ,estérase ,protéase et lipase ,  03 souches 

de Yarrowia lipolytica ont donné des activités  enzymatiques pour la lipase et l’estérase.  

Simon et Meunier, 1970 ; Sicard, 1982 ; Liese et al., 2000 ; Wong et al., 2002 ; Pandey, 

2006 ; Sikander et al., 2010 et Johnson et Echavarii, 2011 ont étudié différentes levures 

productrices d’enzymes comme  Lipomyces starkeyet et Schwanniomyces castellii productrices 

d’α-amylase .Candida pseudotropicali, Klyveromyces fragilis et  Candida sp. productices  de 

lactase . 

nCandida lipolytica , Candida rigosa, Saccharomycopsis lipolytica ,Pseudozyma Antarctica 

Trichosporon fermentum et  Yarrowia lipolytica productrice de lipase . 

Lo Chi-Ming et al., 2009 :Candida bombicola produit la cellulase. 

Boonvitthya et al., 2013 : Yarrowia lipolytica est productrice de cellulase. 

Thongekkaew et al., 2014 : Candida easanensis produit la cellulase. 

Bhatia et al., 2015 : Pichia stipitis est productrice de cellulase. 

 Van Zyl et al., 2016 : Saccharomyces cerevisiae  produit la cellulase. 

Wang et al., 2016 : Clavispora NRRL est productrices de cellulase. 

Aline et al .,2011 :  89 isolats de levure,  collectées dans différents sites de l'Antarctique (Admiralty 

Bay, King George Island et Port Foster Bay et Deception Island) sont : Aureobasidium pullulans  

,Bensingtonia yamatoana , Candida glaebosa  ,C. sake 2 ,C. spencermartinsiae ,  C. zeylanoides  

,Cryptococcus antarcticus ,Cr. victoriae  ,Debaryomyces hansenii Dioszegia aurantiaca ,D. crocea , 

D. hungarica  ,Dioszegia sp,Exophiala xenobiotica  , Filobasidium spIssatchenkia (Pichia) 

orientalis,Kodamaea ohmeri , Leuconeurospora sp, Leucosporidiella creatinivora , L. fragaria , L. 

muscorum ,Leucosporidium scottii ,Metschnikowia australis ,Microglossum sp.1 ,Microglossum sp. 

2, Nadsonia commutate , Pichia guilliermondii , Rhodotorula glacialis , Rhodotorula. laryngis 
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,Rhodotorula. mucilaginosa , Sporidiobolus salmonicolor . Les activités de cellulase et d’estérases 

étaient les plus fréquentes, elles sont présentées dans 76% des isolats. 

Les isolats de victoriae ont été capables d’hydrolyser la cellulose, et la plupart des isolats L. scottii 

pourraient hydrolyser la protéase et la pectinase 

Ratledge et Tan (1990) ont examiné la production de lipases extracellulaires par les levures, mais 

les données sur les levures de vin n'ont pas été présentées. L’étude a révélé que plusieurs levures 

de vin (C. stellata, C. pulcherrima, C. krusei, T. delbrueckii et C. colliculosa) ont le potentiel de 

produire une activité lipolytique extracellulaire. 

5. Sélection des souches les plus performante pour la production d’enzymes  

-Nous avons sélectionné 5 souche  qui ont représenté  la grande  capacité  de production d'enzyme à 

savoir :P5,P10,M35,P37et Y38 . 

Tableau 12: Souches les plus performantes pour la production d'enzymes 

    Code des souche                                         Performance enzymatique 

P5 Capable de produire 0 7enzymes : cellulase, maltase, protéase, 

laccase, pectinase , estérase et uréase 

Elle présente la seule  souche levurienne productrice de laccase  

P10 Révèle la présence de 03 enzymes : cellulase, protéase  et  estérase 

Elle est caractérisée par la croissance rapide 

M35 Produit 06 enzymes :cellulase, maltase, protéase, lipase, pectinase et 

estérase) 

P37 Présente 06 activités enzymatiques :cellulase, protéase, lipase, 

pectinase, estérase et uréase. 

Y38  06 enzyme  sont détectées :α-amylase, cellulase, protéase, lipase, 

pectinase et estérase.  

Le diamètre des zones de lyse de ces enzymes est intéressant 

 

6. Identification des levures 

6.1. Caractéristiques morphologiques 

 Les observations microscopiques et macroscopiques  de la morphologie des cellules en milieu 

liquide et en milieux solide  est variable d’une souche à une autre 
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6.1.1.Caractéristiques macroscopiques  

Sur milieu YPG  et YPGA, on a étudié la forme, la taille ,couleur ...etc. 

6.1.1.1.Aspect en milieu liquide 

Après d’incubation 14 à 28 jour à 25°C l’observation  des cultures a montré 

la formation  d’un dépôt qui représente la masse cellulaire (tableau13). 

Tableau13 : Caractères culturaux des souches de levures isolées sur milieu YPG liquide  

Code des 

souche  

jour                   Caractères culturaux sur milieu liquide Vue le résultat sur      

tube 

Dépôt  Anneau Pellicule voile 

 
La forme Dépôt  

P5 14 +  - - - 

21 + - - - 

28 + - - - 

P10 14 + - - - 

21 + - - - 

28 + - - - 

M35 14 + - - - 

21 + - - - 

28 + - - - 

P37 14 + - - - 

21 + - - - 

28 + - - - 

Y38 14 + - - - 

21 + - - - 

28 + - - - 

                                                             (+ : présence ; - : absence). 

6.1.1.2.Aspects en milieu solide 

Après culture de 3 jours  à 25°C sur milieu YPGA ,  les résultat sont présentés 

dans le tableau 14. Il ressort que le plupart des souches possèdent en commun la  forme ronde, la 

surface lisse et bombée excepté la souche 37 qui a une surface Plate . quand à la couleur des 

souches, elle est  blanche ou  crème.   
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Tableau 14 : Caractères culturaux des souches de levures isolées après une culture de 3 jours 

sur YPGA à 25°C . 

Code des souche Caractères culturaux sur 

milieu solide 

Aspet des souche  

P5 Ronde, la surface lisse 

bombée, créme 

brillante et  crémeuse 

 

 

P10 Ronde, la surface lisse 

bombée, blanche, 

brillante et crémeuse 

 

M35 Ronde, la surface lisse 

bombée, crème et mate 

 

 

P37 Ronde, la surface lisse 

plate, crème, brillante et 

visqueuse 

 

 

Y38 Ronde,  la surface lisse 

bombée ,blanche 

brillante et crémeuse 

 

 

6.1.2. Caractéristiques microscopiques  

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

des levures sélectionnées (tableau15).La forme  des cellules est ou ovoïde, ovoïde allongées. Les 
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cellules peuvent se reproduire par bourgeonnement(unipolaire) ou plusieurs bourgeonnement 

(bipolaire et multilatérale) (tableau 15) 

Tableau 15 : Caractères morphologiques des souches de levures isolées cultivées pendant 3 jours à 

25°C dans YPGA. 

    Codes des souches Forme et taill des cellule 

microscopique 

Aspect microscopique  

(grossissement x 100) 

P5 -Cellules ovoïdes  

Petite et grand  

-Bourgeonnement 

multilatéral. 

 
 

P10 -Cellules ovoïdes allongées 

Petites  

-Bourgeonnement 

multilatéral. 

 

 

M35 -Cellules ovoïdes 

Petites et grandes 

-Bourgeonnement 

multilatéral. 

 

 

P37 -Cellules globuleuses 

Petites 

 -Bourgeonnement 

monopolaire 

 

 

Y38 Cellules ovoides 

Petite et grand  

Bourgeonnement 

multilatéral. 

 

 

6.1.3.Mode de reproduction: 
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L'étude de la reproduction sexuée sur milieu YPGA et asexuée sur milieu PDA a été 

réalisée et les résultats sont récapitulés dans le tableau16 

        Tableau16 : Mode de reproduction des levure   

Codes des 

souches 

            Mode de reproduction Aspect microscopique 

 (grossissement x 100) 
Sexuée  

(sporulation) 

           asexuée 

bourgeonnement mitoses 

P5 + + - 

 

P10 + + - 

 

M35 + + - 

 

P37 - + + 
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Y38 + + + 

 

                        (+ : présence ; - : absence). 

6.1.1.2.3Test de filamentation 

Le test de filamentation sur le milieu PDA  révèle la présence de 

pseudomycélium chez  la souche Y38  et de  vrai mycélium chez les souche P5 et P10  alors que 

chez les souches M35 et P37, on note l’absence de  mycélium (Tableau 17). 

Tableau17 :filamentation de levures  

Codes 

des 

souches 

Présent de Filamentaion  Aspect microscopique (grossissement x 

100) 
pseudomycellium vrai 

mycélium  

P5 - + 

 

P10 - + 

  
M35 - - 
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P37 - - 

 

Y38 + - 

 

     + : présence de  filamentation; - : absence de filamentation  

6.2.Caractéristiques physiologiques 

Les  caractéristiques  physiologiques  sont obtenu à  partir les test de fermentation et 

d'assimilation de substrats  carbonés et  de  substrat azotés  par la méthode classique 

6.2.1.Fermentation des sucres  

Les  résultats de la fermentation des sucres par les levures seléctionées  sont regroupés 

dans le tableau 18 

Le teste positif  de  la fermentation  est reflété par  la présence du gaz dans la cloche 

(figure39).



 108 

Tableau18 : Résultats du test de fermentation de différents sucres par les isolats de levures (+ : présence ; - : absence). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Code des 

souches  

 jour                                                                                                    Fermenntation de sucres 

Glucose  Galactose  cellubiose D-xylose  Raffinose  Amidon  soluble Maltose  Saccharose  lactose 

   

 

P5 

3 - +/ - - - - - + /- - - 

7 - - - - - - - - - 

14 - - - - - - - - - 

21 - - - - - - - - - 

28 - - - - - - - - + / - 

 

 

P10 

3 - - -  - - - - - 

7 - - - - - - - - - 

14 - - - - - - - - - 

21 - - - - - - - - - 

28 - - - - - - - - - 

 

 

M35 

3 - - - - +  - - +/- - 

7 + - - - - - - +/- - 

14 - - - - - - - - - 

21 - - - - - - - - - 

28 - - - - - - - - - 

 

P37 

  

 

3 + - - - - - - - - 

7 - - - - - - - - - 

14 - - - - - - - - - 

21 - - - - - - - - - 

28 - - - - - - - - - 

 

 

Y38 

3 - - - + - - - - - 

7 - - - - - - - - - 

14 - - - - - - - - - 

21 - - - - - - - - - 

28 - - - - - - - - + 
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Figure39:Résultat du teste de fermentation               

De ce tableau, il ressort que :                             

- la souche P5 est capable de  fermenter: le galactose et  le maltose ( après 3 jour d'incubation) , le 

lactose ( après 28 jours d'incubation) 

-la souche P10 n’est pas capable de fermenter les sucres 

-la souche M35  fermente le raffinose,  le saccharose (après 3 jour d'incubation), le glucose et  le  

saccharose (après 7 jour d'incubation) 

-la souche P37  fermente uniquement le glucose (après 03 jours d'incubation) 

-la souche Y38fermente le D-xylose (après 03 jours d'incubation) et le lactose (après 28 jour 

d'incubation) 

6.2.2.Assimilation de substrats carbonés et de  substrats azotés : 

L’ensemble des résultats de l’assimilation de différent substrat carbonés et azotés  sont  regroupés 

dans le tableau 19 ;  

Le résultat positif  correspond au milieu trouble (figure40) et  à la formation des colonies autours 

des disques (figure41). 

D’après les résultats présentés dans le tableau19, il ressort que : 

Les  souches isolées sont capables d'assimiler les glucides testés à l’exception de : 

    -  + 
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La  souche P5 et Y38 qui n’assimilent pas le cellobiose 

La  souche P10, M35 et P37 n’assimilent pas le lactose. 

La  souche M35 n’assimile pas l'amidon soluble. 

La  souche P10 n’est  pas  capable d’assimiler le sorbose et le sorbitole 

En ce qui concerne l'assimilation des substrats azotés, toutes les souches isolés et sélectionnées 

n'assimilent  pas la guanine, la  glutamine,la cystéine et le tryptophane. 

Toutes  les souches sélectionnées  assimilent la peptone et le sulfate d’ammonium (utilsés comme 

témoin) et aussi le glutamate. 

Concernant le reste des substrats azotés, la variation de l’assimilation par les levures étudiées  est 

presentée dans le tableau 19  
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Tableau19:Résultats des tests d’assimilation des glucides et des sources azotées des souches de levures iso lée (+ :teste positif croissance mirobienne 

; - : absence). 

    

Code des 

    souches 

 

jour 

                                    Assimilation des glucides                           Assimilation dessources azotées 

A
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n
  

S
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S
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e 

g
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m

iq
u
e 

th
re

o
n
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e 

g
u
an
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e 
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in

in
e 

     P 5 

 

 

3 - - + - +/

- 

- +/

- 

+ + + +/

- 

- + + + + + + - + - + - + + + - + 

7 - +/ 

- 

+ - +/

- 

- - + - + - - +/

- 

+/ 

- 

+ + + + - + - + - + + + - + 

14 + - + - +/

- 

+ + + - + - +/ 

- 

+ +/ 

- 

+              

21 + - + - + + + + - + - + + +/ 

- 

+              

28 + - + - + + + + - + + + + + +              

 

 

      P 10 

3 +/- +/

- 

- +/

- 

+ - +/

- 

+ + +/- +/

- 

- +/

- 

 + + + + - + - + - +/

- 

+/

- 

+ - - 

7 +/- +/

- 

- +/

- 

+ - +/

- 

+ + +/- - - +/

- 

 + + + + - + - + - + + + - - 

14 +/- + - +/

- 

+ - +/

- 

+ + +/- - - +  +              

21 + + - + + - + 

- 

+ + +/- - - +  +              

28 + + - + + - +/

- 

+ + +/- - - + + +              

 

 

3 + +/

- 

+ - + - +/

- 

+ + - +/

- 

+/

- 

+ + + + + - - - - + - + + + - + 
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    M35 7 + + + - + - + + + - + + + + + + + - - - - + - + + + - + 

14 + + + - + - + + + - + + + + +              

21 + + + - + - + + + - + + + + +              

28 + + + + + - + + + - + + + + +              

 

 

      P37 

3 +/- + +/

- 

+/

- 

+ - +/

- 

+ + - + - + + + + + - - - - - - + + - - - 

7 +/- + +/

- 

+/

- 

+ - +/

- 

+ + - + + + + + + + - - - - - - + + - - - 

14 + + + +/

- 

+ - +/

- 

+ + +/- + + + + +              

21 + + + + + - +/

- 

+ + +/- + + + + +              

28 + + + + + - + + + +/- + + + + +              

 

 

   Y 38 

3 + - +/

- 

+/

- 

+ +/

+ 

- + +/

- 

+/- +/

- 

- + + + + + - - - - - - - +/

- 

+ - - 

7 + - +/

- 

+/

- 

+ +/

- 

+ + +/

- 

+/- +/

- 

- + + + + + - - - - - - - + + - - 

14 + - + + + + + + + + + + + + +              

21 + - + + + + + + + + + + + + +              

28 + - + + + + + + + + + + + + +              
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Figure40: Résultat de l’assimilation des substrats carbonés 

 

Figure41 : résultat de l’assimilation des substrats azotés 

Conclusion  

Les résultat obtenu pour ce test sont comparés aux résultat du kurtzman et al.,2011 afin d’identifier les 05 souche 

sélectionnées. Selon la comparaisons, les souches levuriennes  P5 ,P10 ,M35 ,P37, Y38 appartiennent 

probablement aux genres saccharomyces sp., kluyveromyces sp. , debaryomyces sp., lipomycés sp. et  

schwanniomyces sp. respectivement 

 

   

- Zone claire forme anneau autour du disque 

de la  source azotées (test négatif) 

 

 + Formation de colonies autour du disque de 

la source azotée  (test positif)                                 

 +   -  
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Cette étude a pu répondre aux différents objectifs d'isolement et de la production qualitatives par les levures de 

différentes enzymes à intérêt industriel. 

Conclusion générale 
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Un lot de souches de levures est  isolées à partir de trois échantillons à savoir le yaourt, les pelures de pomme de 

terre et lemzeiet  en utilisant le  milieu YGC à 25°C pendant 3 jour, Le nombre total de ces isolats a été estimé à 80 

souches: 80% des isolats sont isolés à partir de déchet de pomme de terre, 12.5% proviennent de lemzeiet et 2.5% 

sont d’origine du yaourt. 

Parmi ces isolats 38 souches ont été sélectionnées selon la croissance rapide sur YPGA à 30°C.          Un screening 

est réalisé sur milieu solide (Boite de Pétri) pour la mise en évidence de 09 enzymes à savoir : alpha-amylase, 

pectinase, lipase, maltase, estérase, cellulase, protéase, laccase et uréase.    Les souches testées sont cultivées sur un 

milieu à base de substrat inductible pour chaque enzyme. Ces milieux solides sont incubés à 25°C pendant 3 à 5 jour. 

Les résultats ont montré que la majorité des isolats de la flore étudiée sont productrices d’enzymes :  

L’activité α-amylasique (6,25%de souches isolées de déchets de pomme de terre (PT) sont productrices d’α-amylase: 

2% de lemzeiet:, 100% Yaourt) 

L’activité maltasique (PT: 50%, lemzeiet: 60%, Yaourt: 0%) 

L’activité lipolytique: Lipase (PT: 75%, lemzeiet70%, Yaourt: 100%) 

                                     Estérase (PT: 78,125%, lemzeiet: 100%, Yaourt: 100%) 

L’activité cellulasique  (PT: 80%, lemzeiet: 5%, Yaourt: 100%) 

L’activité pectinolytique (PT: 50 %, lemzeiet: 60%, Yaourt: 0%) 

L’activité de laccase  (PT:3.125%, lemzeiet: 0%, Yaourt: 0%) 

Parmi ces résultats on a sélectionné cinq souches à base de la grande diversité pour le production d’enzymes: 

La souche P5:révélé la présence de 07 enzymes : pectinase, , maltase, estérase, cellulase, protéase, laccase et uréase 

et c'est la seule  souche levurienne productrice de laccase  

La souche P10 : montre l’activité de 03 enzymes : cellulase, protéase et estérase et elle est caractérisée par sa 

croissance rapide. 

La souche M35: possède  06 enzymes :  , pectinase, lipase, maltase, estérase, cellulase et protéase. 

La souche P37:capable de produire 06 enzymes :   pectinase, lipase, estérase, cellulase, protéase et uréase.   

La souche Y38:produit 0 6 enzyme : α-amylase, pectinase, lipase, estérase, cellulase et protéase,    et le diamètre de 

la zone de lyse de ces enzymes est intéressant. 
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l'identification des cinq souches selectionnées a été réalisé par l’étude des caractères morphologiques et 

physiologiques.  

Les résultats ont révélé la capacité des souches suivantes : P5, P10 et  Y38 de former le mycélium ; P5 et P10 de 

former le pseudomycellium et Y38 de former le vrai mycélium. A l’exception de P37 et M35, les quatre souches ont 

une reproduction sexué . 

Pour l'identification physiologique différentes sources de carbone ont été utilisées pour la fermentation:glucose 

,galactose ,cellubiose,D-xylose,raffinose,amidon soluble,maltose ,lactose, saccharose. 

Pour l’assimilation de carbone et d’azote, les substrats  azotés utilisés sont : peptone,sulfate d’ammonium,  cystéine, 

tryptophane, guanine, adinine, thréonine ,nitrate, leucine ,aspertate, glutamine et glutamate et les substrats carbonés 

sont :arabinose ,cellubiose, glucose, galactose, raffinose, lactose, rhamnose, saccharose, manitol, amidon soluble, 

sorbitol, sorbose,D-xylose, inositole et maltose. 

Les résultats montre que: la souche P5 est capable de  fermenté: le galactose et  le maltose, le lactose. La souche P10 

ne fermenté pas  les sucres.  

La souche M35  fermente le raffinose, le saccharose, le glucose et le  saccharose. Quant à la souche P37  fermente 

uniquement le glucose alors que la souche Y38 fermente le D-xylose et le lactose. 

Concernant l’assimilation de carbone et d'azote: les  souches isolées sont capables d'assimiler les glucides testés. 

Pour l'assimilation des substrats azotés, toutes les souches isolées n'assimilent pas la guanine et le glutamine, la 

cystiéne et le tryptophane. Cependant, toutes les souches sélectionnées assimilent la peptone,le sulfate et le glutamate 

Pour l’identification des levures étudiées, les résultat obtenus ont été comparés avec ceux de Kurtzman et al.,2011. 

Selon la comparaisons, les souches levuriennes  P5 ,P10 ,M35 ,P37, Y38 appartiennent probablement aux genres 

Saccharomyces, Kluyveromyces, Debaryomyces, Lipomycés. et  Schwanniomyces respectivement. 

 

 

Comme perspectives, il serait intéressant : 

 

-D’étudier la production quantitative des enzymes révélées par les levures isolées en fermentation liquide ou solide.  

-D’utiliser les déchets agroalimentaires et autres pour la production enzymatique afin de minimiser  son coût.  

-D’identifier les souches levuriennes par la biologie moléculaires.  
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Annexe 1 

Composition des milieux de culture  

1-YPGA( yeast extract peptone glucose agar) : 

Il est utilisé pour la purification et la conservation des souchs  

          -Extrait de levure :10 g/l 

          -Peptone :10 g / l 

          -Glucose :20 g / l 

          -Agar :20 g / l 

Stérilisation à 121 °C pendant 20 min. 

2-Potato Dextrose Agar (PDA)   

           -Amidon de pomme de terre 4 g  

           -Glucose 20 g  

           -Agar 20g 

 

3-Milieu de la mise en évidence de l’uréase 

           -4,5 ml de gélose à l'urée de Christensen: 

           -1 g de peptone, 

           -5 g de NaCl, 

           -2 g de dihydrogénophosphate de sodium, 

           -12 μl de rouge de phénol 

           -11 ml eau déminéralisée 

           -ajuster à pH 6,8 

           -20 g d'agar 

          -Remuer et réchauffer jusqu'à ce que l'agar fondre, 
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          -Distribuer dans des tubes et stériliser à 121 ° C pendant 15 min. 

          -Ajouter 0,5 ml de solution d'urée dans chaque tube. 

Solution d’urée : 

       -20 g d'urée (20%) 

       -100 ml d'eau déminéralisée 

      -Stériliser par filtration 

4- Réactif de révélation 

Solution  lugol 1 pour l’activité amylolytique (amylase) : 

     -100ml  eau distillé  

     -2g   Iodure de potassium  

     -1g  Iode métalloïde I2 

 

Solution  lugol 2 pour l’activité pectinolytique (pectinase) : 

    - 330 ml  eau distillé  

    - 1g de diiode (I2)  

    -  5g d’iodure de potassium (KI) 

 

Rouge Congo 1%  

     -1g  de poudre de Rouge Congo  

    - 100ml  eau distillée. 

 

NaCl  

    -58.44g de NaCl  

    -1L  eau distillées 
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 5-Milieu d’identificatin  

    solution sucré 2% : 

-2g  de sucre 

-100 ml d’eau distillée 

-YNB 6.7 g  

-Glucose 5 g  

-Eau distillée 1000 ml 

- 20g  Glucose 

-1g  de KH2PO4  

-0, 5 g de  MgSO4  

-20 g  d’Agar  

-1000 ml d’eau distillée  

 

 Solution azoté  1%  

-1g de  source azoté  

-100ml  d’eau distillée 
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Annexe 2  

1-Méthodes d’analyse  

1-1-Dosage des sucres totaux (méthode de Dubois 1956) 

 

-Principe 

L'acide sulfurique concentré provoque à chaud la déshydratation des oses avec la formation d'hydroxy-méthyl 

furfural (cas d'un hexose) et d'un furfural (cas d'un pentose).Ces composés se condensent avec le phénol pour 

donner des composés colorés dont l'intensité de la coloration est proportionnelle à la concentration en oses. 

 

-Réactifs 

- Acide sulfurique concentré d = 1.84 

- Phénol 5% 

 

-Mode opératoire 

- Ajouter à 1ml de l'extrait dilué 1ml de phénol 5% et 5ml d'acide sulfurique concentré 

- Après agitation, laisser reposer 10 mn 

- Incuber au bain-marie à 30°C pendant 20 à 30 mn 

- Lecture à 488 nm par rapport à un témoin et une gamme étalon à 100 μg/ml de glucose. 
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Résumé 

Dans cette étude, nous nous sommes intéressées à l'isolement et l'identification des souches de levures productrices 

d’enzymes à intérêt industriel. L’isolement a été réalisé à partir de trois échantillons à savoir le yaourt, les pelures de 

la  pomme de terre et lemzeiet.  

 Ces niches microbiennes ont permis l’isolement de 80 souches. Parmi ces dernières, 38 souches ont été sélectionnées 

selon la croissance rapide sur YPGA à 30°C. Le potentiel enzymatique des isolats étudiés a été évalué pour produire 

09 activités différentes par la croissance des microorganismes sur différents substrats.  Les enzymes étudiées sont α-

amylase, pectinase, lipase, maltase, estérase, cellulase, protéase, laccase et uréase. Les résultats ont montré que les 

souches les plus perforantes pour chaque enzyme sont : α-amylase : P4, cellulase:Y 38, maltase : P28, protéase : 

M31, lipase :M3, laccase :P5, pectinase:M34, estérase: P37 et uréase:P4. L'identification des cinq souches 

sélectionnées a été réalisé par l’étude des caractères morphologiques et physiologiques.  Les résultats ont révélé la 

capacité de trois souches P5, P10 et  Y38 de former le mycélium et à l’exception de P37  et M35, les quatre souches 

P5 , P10 ,M35 et Y38 ont une reproduction sexué .Pour l'identification physiologique différentes sources de carbone 

ont été utilisées pour la fermentation à savoir : glucose ,galactose ,cellubiose,D-xylose, raffinose, amidon soluble, 

maltose, lactose, saccharose. Pour l’assimilation de carbone et d’azote, les substrats  azotés utilisés sont : peptone, 

sulfate, cystéine ,tryptophane ,guanine, adénine, thréonine ,nitrate, leucine ,aspartate, glutamine et glutamate et les 

substrats carbonés sont :arabinose, cellubiose, glucose, galactose, raffinose, lactose, rhamnose, saccharose, manitol, 

amidon soluble, sorbitole, sorbose, D-xylose, inositol et maltose .Pour l’identification des levures étudiées, les 

résultat obtenus ont été comparés avec ceux de Kurtzman et al.,2011. Selon la comparaisons, les souches levuriennes  

P5 ,P10 ,M35 ,P37, Y38 appartiennent probablement aux genres Saccharomyces, Kluyveromyces, Debaryomyces, 

Lipomycés. et  Schwanniomyces respectivement 

 

Mots clés : levure, α--amylase, pectinase, lipase, maltase, estérase, cellulase, protéase, laccase et uréase 
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  ملخص

لزبادي في هذه الدراسة ، كنا مهتمين بعزل وتحديد سلالات الخميرة المنتجة لإنزيمات ذات أهمية صناعية. وقد تحققت العزلة من ثلاث عينات هي ا

 30عند  YPGAى أساس النمو السريع على سلالة عل 38سلالة. من هذه ، تم اختيار  80وقشر البطاطس والمزيّت.هذه المنافذ الميكروبية سمحت بعزل 

الأنشطة المختلفة من خلال نمو الكائنات الحية الدقيقة على مختلف ركائز الانزيمات  09درجة مئوية. تم تقييم إمكانات انزيم العزلات درس لإنتاج 

وتيني، لكاز واليورياز. أسفل وقد أظهرت النتائج أن معظم سلالات المدروسة هي ألفا الأميليز، بكتيناز، والليباز، الشعير، استريز، السيلولوز، الأنزيم البر

،  استيراز: M 34، بكتيناز: P5، لكاز: M3، والليباز: M 31، الأنزيم البروتيني: P 28، مالتاز: Y 38، سلولاز: P4الأميليز: - αتثقيب لكل انزيم هي: 

P37 :و يوريازP4.  تم تحديد السلالات الخمسة المختارة من خلال دراسة الخصائص المورفولوجية والفسيولوجية. وكشفت النتائج عن قدرة ثلاث

تحتوي على التكاثر   Y38 و P5 ، P10،M35 ، كانت السلالات الأربعة M35و  P37على تكوين الميسيليوم ، وباستثناء  Y38و  P10و  P5سلالات 

كزيلوز  ، رافينوز، النشا القابل للذوبان -ولوجي ، تم استخدام مصادر مختلفة لتخمرالكربون : الجلوكوز ، الجالاكتوز ،سيليبيوز  دالجنسي.للتعرف الفسي

تيين ، ، المالتوز ، اللاكتوز ، السكروز.ومن أجل امتصاص الكربون والنيتروجين ، فإن ركائز النيتروجين المستخدمة هي بيبتون ، سولفات  ، سيس

، الجلوكوز. يبتوفان ، غوانين ، أدينين ، ثريونين ، نيترات ، لوسين ، أسبارتات ، غلوتامين و غلوتامات وركائز الكربون هي: أرابينوز، سيليبيوز  تر

زيلوز ، اينوزيتول ، المالتوز ك-الجالاكتوز ، الرافينوز ، اللاكتوز ، الرامنوز ، السكروز ، المانيتول ، النشا القابل للذوبان ، السوربيتول ، السوربوز ، د

 P5 ,P10و سمحت المقارنة بتصنيف السلالات الخمس للخمائر    .2011، وتمت مقارنة النتائج التي تم الحصول عليها مع نتائج كورتزمان وآخرون، 

,M35 ,P37, Y38     : :و التي تنتمي إحتمالا و على التوالي إلى الأجناس التالية 

                     Saccharomyces , Kluyveromyces . , Debaryomyces ., Lipomycés . et  Schwanniomyce  
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Abstract  

In this study, we have been interested in the isolation and identification of yeast strains producing enzymes of 

industrial interest. Isolation was achieved from three samples namely yoghurt, potato peel and lemzeiet. These 

microbial niches allowed the isolation of 80 strains. Of these, 38 strains were selected based on rapid growth on 

YPGA at 30 ° C. The enzymatic potential of the isolates studied was evaluated to produce 09 different activities by 

the growth of microorganisms on different substrates. The enzymes studied are : alpha-amylase, pectinase, lipase, 

maltase, esterase, cellulase, protease, laccase and urease. The results showed that the most perforating strains for 

each enzyme are: for α-amylase: P4, cellulase: Y 38, maltase: P 28, protease : M 31, lipase : M3, laccase : P5, 

pectinase: M 34, esterase: P37 and urease: P4. The identification of the five selected strains was made by studying 

the morphological and physiological characteristics. The results revealed the ability of three strains P5, P10 and Y38 

to form mycelium and with the exception of P37 and M35, the four strains P5 , P10 ,M35 and Y38  had sexual 

reproduction. For physiological identification, different carbon sources were used for fermentation: glucose, 

galactose, cellubiose, D-xylose, raffinose, soluble starch, maltose, lactose, sucrose. For the assimilation of carbon 

and nitrogen, the nitrogen substrates used are peptone, sulphate, cystein, tryptophan, guanine, adinine, threonine, 

nitrate, leucine, aspertate, glutamine and glutamate and the carbon substrates are: arabinose, cellubiose, glucose , 

galactose, raffinose, lactose, rhamnose, sucrose, manitol, starch-soluble, sorbitol, sorbose, D-xylose, inositol and 

maltose. The results obtained for this test are compared to the results of kurtzman et al., 2011 to identify the 05 

strains selected. According to the comparisons, the yeast strains P5, P10, M35, P37, Y38 probably belong to the 

genera Saccharomyces., Kluyveromyces. ,Debaryomyces., Lipomyces. and Schwanniomyces. respectively 

Key words : levure, α-amylase, pectinase, lipase, maltas, estérase, cellulase, protéase, laccase et uréase 

 

 

 

 

 

 


