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Introduction

1- Introduction

Le marché mondial des enzymes est représente par 80% des hydrolases, particulierement les
amylases et les protéases (Morvan ,2010). Les a-amylases sont parmi les plus importantes
enzymes a I’échelle industrielle, ce qui les rendent 1'un des outils-clés des biotechnologies
(Little, 2004).

Les amylases, proviennent de différentes sources (plantes, animaux et microorganismes),
cependant celles d’origine microbienne sont les plus utilisées industriellement (Burhan et al.,
2003).

La culture des champignons pour la production d’enzymes s’effectue soit sur substrat solide,
soit en culture submergée comme c’est le cas pour la production de la plupart des métabolites
d’origine microbienne. Au cours des trente dernieres années, un nombre important de ces
fermentations est réalisé sur des déchets agroalimentaires pour produire principalement des
hydrolases. Le recyclage des résidus agro-alimentaires tels que le lactosérum, les déchets
d’oranges, le corn steep liquor...etc, contribue, d’une part a réduire la pollution de
I’environnement et d’autre part, a produire par le biais des biotechnologies, des métabolites a
haute valeur ajoutée, en particulier des enzymes. Différentes recherches ont été menées pour
valoriser les déchets industriels pour une utilisation en tant que source de carbone. Parmi ces
travaux, citons la production de pectinase (Fonseca et al., 1994), la production d’alpha-
amylase (Djekrif, Dakhmouche et al., 2006), la production de polygalacturonase (Hart et al.,
1991), la production des protéases (Nouadri et al., 2005) ,et la production de single cell
proteine (Naomici et al., 1981).

La détermination des conditions optimales d’inoculation de producteur microbien et la
composition du milieu nutritif est préalable pour atteindre une haute activité enzymatique
(Adamsen A.K et al., 1995 ; Bocchini et al.,2002) .

L’objectif principal de ce travail est :

1- L’isolement et la purification des souches fongiques a partir des différents
échantillons.

2- Laseélection et I’identification de la souche fongique amylolytique.

3- La production de 1’alpha amylases par la souche amylolytique sélectionnée sur

milieu a base de déchet d’orange et sur milieu a base de pomme de terre.
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2- Revue bibliographique

2.1- Lesenzymes

2.1.1- Généralites

Les enzymes sont des macromolécules de nature protéique. Elles sont constituées de
plusieurs acides a-aminés de la série L unis entre eux par une liaison formée par
condensation entre le groupement carboxyle d’un acide aminé et le groupement
amine d’un autre acide aminé afin de former une liaison amide. Les enzymes sont
donc des polypeptides de masses moléculaires éelevées entre 10 a 1 000 kDa dans

lequel sont arrangés les acides aminés, constitue ce que 1’on appelle la structure

primaire des protéines (Vincent, 1996) (figure 1).

P 4

cides aminés

Figure 1 Représentation schématique de la structure primaire d'une protéine (Vincent, 1996).

Ces protéines vont avoir tendance a se replier sur elles-mémes afin de former des
arrangements secondaires principalement en hélices o et en feuillets B (figure 2),

cette structure est stabilisée grace a la génération de liaisons hydrogenes.

feuillert @

Figure 2 Représentation schématique de la structure secondaire d'une protéine (Vincent, 1996).
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L’arrangement de ces structures secondaires les unes par rapport aux autres forme une
structure tertiaire qui, elle, sera stabilisée par des ponts disulfures (figure 3).

Figure 3 Représentation schématique de la structure tertiaire d'une protéine (Vincent ,1996).

Une structure quaternaire peut méme étre décrite pour les trés grosses enzymes
(figure 4). Cette structure tridimensionnelle de 1’enzyme lui donnera sa spécificité
permettant a celle-ci de reconnaitre un substrat en particulier via une région distincte

de ’enzyme, appelée le site actif.

Figure 4 Représentation schématique de la structure quaternaire d'une protéine (Vincent,
1996).
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2.1.2-  Classification des enzymes

Le pouvoir catalytigue des enzymes permet de produire de nouvelles substances et de
I’énergie, indispensables au bon fonctionnement des organismes vivants. C’est en
fonction de leur activité catalytique que celles-ci sont classées. Une nomenclature a
été proposée par la commission des enzymes de l'union internationale de biochimie

divisant les enzymes en six grandes classes (Vincent, 1996). (Tableau 1).

Tableau 1 Classification des enzymes (Vincent, 1996).

E.C (classe) Classification Type de réaction catalysée

E.C1 Oxydorédutases Oxydo-réduction

E.C2 Transférases Transfert de groupements fonctionnels

E.C3 Hydolases Hydrolyse

E.C4 Lyases Elimination de groupement et formation de double
liasions

E.C5 Isomérases Isomérisation

E.C.6 Ligases Formation de liaisons couplées a [I’hydrolyse de
I’ATP

2.1.3-  Marché des enzymes

Le marché global des enzymes industrielles et de spécialité conserve une forte croissance.
Estimé a plus de 1,5 milliards US$ en I’an 2000. Parmi les enzymes industrielles, les protéases
occupent la part majeure des ventes des enzymes, soit environ 60% (Garcia-Gomez et al.,
2009; Rai et Mukherjee, 2010). Suivi par les alpha -amylases qui sont les plus commercialisées
a cause de la diversité de leur application (amidonnerie, glucoserie, brasserie) (Pandey et al.,
2000).

2.2- L’alpha -amylase
2.2.1- Definition

L’alpha amylase est une enzyme ubiquitaire, synthétisée dans tous les genres de la vie
(Janecek 1994, 1997). Elle appartient a la famille des glycosides hydrolases nommée

GH13; regroupant maintenant plus de 1700 enzymes (Coutinho et Henrissat, 1999).




Revue bibliographique

Elle hydrolyse, les liaisons osidiques de 1’amylose, de 1’amylopéctine, de 1’amidon,
du glycogéne et d’autres polysaccharides contenant plus de trois liaisons o (1,4) D-
Glucose (Keating et al., 1998 ; Dauter et al., 1999 ; Franco et al., 2000). En effet, elle
attaque les chaines de I’amylose en coupant les liaisons o (1,4) tous les 6 glucoses,

maltose et surtout d’a-dextrines (Franco et al., 2000).

2.2.2- Nomenclature
» Nom codifié : EC 3.2.1.1
» Nom commun : alpha -amylase
» Drautres nom (s): glycogénase, a-amylase; endoamylase; Taka-amylase A,
maxilase.
> Nom systématique: 1,4 — alpha -D-glucane-4-glucano hydrolase (Schamburg
et Slzmann, 1991 ; Brozozowski et Davies, 1997 ; Dauter et al., 1999).

2.2.3- Caractéristiques et propriétés des alpha- amylases

2.2.3.1- Poids moléculaire

Le poids moléculaire des a- amylases varie d’une origine a l’autre et d’une espéce a
I’autre. Il est compris entre 40.000 et 90.000 daltons (Schombury et Salzmann, 1991).

Celui des o- amylases levuriennes, s’échelonne entre 40.000 et 70.000 daltons

(Panchal, 1990).

2.2.3.2- Température optimum

Selon l’origine et les espeéces, les alpha amylases ont des températures optimales
comprises entre 40°C et 90°C (Schombury et Salzmann, 1991). En effet, I’alpha
amylase bactérienne est réputé pour sa grande thermostabilité, celle de Bacillus
amyloliquefaciens est caractérisée par un optimum de température qui, selon les
applications va de 70°C a 90°C, alors que I’optimum de I’alpha amylase fongiques Se
situe entre 50°C et 70°C (Sicard, 1982 ; Panchal, 1990).

2.2.3.3- pH optimum

L'alpha -amylase est trés sensible au pH. Par conséquent, le choix du pH optimum est

trés essentiel pour la production de cette enzyme (McMahon et al., 1999). Selon
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Kindle, (1983), I’optimum d’activité peut étre obtenu a des pH compris entre 4 et 8.
Les o-amylases bactériennes, ont un optimum supérieur a la neutralité, alors que les
fongiques, ont des pH optimum compris entre 4 et 6 (Larpent et al., 1992). Pour les
levures, I’enzyme requiert selon les espéces des pH entre 4 et 6 (Panchal, 1990

Avwioroko, 2015).

2.2.3.4- Effecteurs

Toutes les L'alpha amylases, exigent la liaison a au moins un ion calcium, pour le
maintien de leur intégrité et leur stabilité structurale (Vallee et al., 1959, Steer et
Levitzki, 1973). Cependant, & une concentration supérieure a 20mM, le calcium
devient inhibiteur (Boel et al., 1990).

2.2.3.5- Spécificité du substrat

Le substrat naturel de 1’ L'alpha -amylase est I'amidon (Pandey et al., 2000 ; Alais et
al., 2008). Dans la molécule d’amidon, les unités de glucose sont reliées par des
liaisons osidiques o (1- 4) en formant ainsi des chaines hélicoidales d’amylose, sur
lesquelles de courtes chaines de méme constitution se branchent par des liaisons
osidiques o (1-6) (Mercier, 1985). La production d’a-amylase par certaines souches
fongiques (Aspergillus sp., Rhizopus sp. Et Penicilium sp.) est contr6lée par 1’amidon;
il s’agit d’une induction de I’enzyme par son substrat naturel (Leveau et Bouix, 1993;
Nouadri 2011).

2.2.4- Les différentes sources et origines de I’alpha-amylase

Les alpha-amylases sont abondantes dans tous les regnes, elles ont été isolées par extraction a
partir des tissus végétaux et animaux ou par fermentation par des cellules microbiennes (Haq et
al., 2003 et Srinivasa Rao et al., 2004).

2.2.4.1- L'origine animale

Les amylases d'origine animale sont généralement extraites a partir de la salive et du

pancréas des mammiféeres (French, 1975). Les L'alpha -amylase animales sont
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incapables d'hydrolyser la liaison o (1— 6) de I'amylopectine ou du glycosyl
oligosaccharides, 1'hydrolyse compléte de l'amylose et de I'amylopectine par les a-
amylases animales donne respectivement du maltose et du D-glucose pour I'amylose
et du glucose, maltose et des dextrines limites pour I'amylopectine (Coolbear et al.,
1992).

2.2.4.2- L'origine végetale

Les L'alpha-amylases veégétales possedent une importance primordiale dans le
métabolisme glucidique ou elles participent a la conversion de Il'amidon en le
réduisant en sucres réducteurs qui sont la source énergétique nécessaire a la
germination et elles sont généralement incapable dhydrolyser le maltose (Octévio et
al., 2000). Ces enzymes veégeétales sont synthétisées par un mécanisme cellulaire
complique, au cours de la germination des graines qui requiert une activité
enzymatique trés importante pour la mobilisation des réserves et le développement de
I'embryon (Brawn et al., 1993).

2.2.4.3- L'origine microbienne

e L'alpha -amylase bactérienne

Ce type denzyme est obtenu principalement par fermentation de Bacillacées (Milner
et al., 1997). Historiguement la premiére enzyme a été produite a partir de souches de
Bacillus amyloliquefaciens, B. licheniformis (Bousseboua, 2002) ou B. subtilis
(Mctigue et al.,, 1995). Cependant d’autres espéces, produisant également cette
enzyme telle que Thermobifida fusca (Chao-Hsun Yang et Wen-Hsiung Liu, 2004),
Streptomyces sp. (Samrat Chakrabortya et al., 2009).

De nombreuses amylases aux propriétés industrielles ont été découvertes chez des
bactéries acidophiles, alcalinophiles et thermophiles. Ces enzymes interviennent dans

la transformation de l'amidon par fragmentation rapide en clivant les liaisons o (1—4)

(Nadirman et al.,2006).

e L'alpha -amylase fongique

La production industrielle d'enzymes a partir des microorganismes fongiques existe
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depuis longtemps du fait que la premiere production de L'alpha-amylase a été réussie

par Takamine en 1894. Les producteurs principaux de 1’alpha-amylase sont les
moisissures des genres Aspergillus et Rhizopus (tableau 2) En plus des moisissures,
les levures participent également a la production de [I’alpha- amylase (Bouix et
Leveau, 1999) (tableau 2).

Tableau 2 Les différentes origines de 1’ L'alpha -amylase microbienne.

Enzymes microbiennes Références
Bactéries
Bacillus licheniformis (Kandra et al., 2002).
Bacillus steorothermophilus (Dauter et al., 1999).
Bacills circulans (Dey et al., 2002).
Bacillus amyloliquefaciens (Uiger et gurakoglu ,2001).
Bacills coagulans (Babu et Satyanaray, 1993).
Thermomonospora fuska (Bush et Stutzenberger,1997).
Alteromonas haloplinktis (Feller et al., 1992).
Termus filiformis (Egas et al., 1998).
Streptomyces rimosus (Vukelié et al., 1992).
Moisissure
Aspergillus oryzae (Agger et al.,1998).
Aspergillus niger (Botton et al., 1990).
Aspergillus flavus (Aidoo et al.,1981; Khoo, 1994 ; Abou
Aspergillus sojae Zeid, 1997).
Rhizopus oryzae (Lucio et al., 1996 ; Cuveillier, 1999).
Rhizopus sp. (Soccol et al., 1994 ; Cuveillier, 1991).
Penicillium griseoroseum (Ray, 2001).
Levure
Saccharmyces cerevisae (Ruohonen et al.,, 1991; Wang et Kuo,
Canadida 2001).
Pichia
Endomycopsis (Bouix et Leveau, 1999).
Lipomyces
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2.25- Meécanisme d’action

L’activité catalyliqgue de I’enzyme implique la participation des trois acides aminés du site
actif : Asp 231 (nucléophile catalytique), Glu 261(donneur catalytique de 1’hydrogéne) et Asp
328 (I’aide de catalyse) (Mc carter et Withers, 1996 et Uitdehaag et al., 1999). En effet, la

réaction catalytique est réalisée en trois étapes (figure 5) :

» Protonation de I’oxygene glucosidique par le donneur de proton Glu 261 suivi d’une
attaque nucléophile sur C1 du résidu du sucre en position 1 par Asp 231 et le départ de
I’extrémité réductrice du substrat .

» Activation d’une molécule d’eau, vrai semblablement par le maintien du Glu 261

déprotonné .

» Régénération de 1’¢état initial et libération de 1’autre fragment du substrat, par hydrolyse
du lien covalent entre I’oxygene nucliophile de 1 Asp 231 et le Clde résidu du sucre en
position 1 (Davies et al., 1999 ; Nielson et al., 2001).

Glu 261

[ e I : 11

_(C W”””

‘C! ";:, . :J‘qfo -
Asp 231

Figure 5 Mécanisme catalytique des hydrolases glycosyliques (Nielsen et al., 2001).

2.2.6- Production d’alpha-amylase

Plusieurs auteurs travaillent au criblage des microorganismes pour la production

d'enzymes, l'isolement et la production des alpha-amylases extracellulaires (Jensen et
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al., 1987 ; Haasum et al., 1991), ainsi que la purification et la caractérisation de ces
derniéres (Nguyen et al. 2000). Des alpha-amylases microbiennes sont maintenant
industriellement produites, par des espéces de Bacillus, Aspergillus et Rhizopus, par

fermentation submergée ou semi solide (Niehaus et al., 1999; Bel'en et al., 2006).

Actuellement, la  production d’alpha-amylase met en jeu des procedes
biotechnologiques a moindre codt, utilisant comme substrat de fermentation des
déchets organiques, tels que la pulpe de betterave (Baldwin et al., 1986), les déchets
d’oranges (Diomi et al., 2008 ; Mahmoud et al., 1998 ; Hart et al.,1991), les produits
ceréaliers (Pascal et Thomas, 1990 ), les rebuts des dattes (Acouréne et Ammouche,
2011) et le lactosérum (Ait Kaki et al., 2012). Le milieu de fermentation contient en
général 1’amidon, considérée comme meilleur inducteur de 1’a-amylase bactérienne
(Lanuginosus thermomyces) et fongique (Aspergillus et Penicillium) (Leveau et
Bouix, 1993).

2.2.7-  Applications industrielles

Les alpha-amylases sont parmi les hydrolases les plus importantes pour toutes les
industries a base d'amidon, et leur commercialisation est la plus ancienne, avec
premiére utilisation en 1984 comme aide pharmaceutique pour le traitement de
désordres digestifs. Aujourd’hui, les a- amylases trouvent I'application dans tous les
processus industriels, avec une dominance des a-amylases microbiennes qui ont
complétement remplacé, non seulement I'hydrolyse chimique dans les industries de
transformation  d'amidon, mais  également dans les industries  chimiques
pharmaceutiques et autres (Bennett, 1998).

les alpha-amylases ont la part principale du marché mondial d’enzymes, dont
plusieurs différentes préparations d'alpaha-amylase sont disponibles avec de divers
fabricants d'enzymes pour utilisation spécifiqgue dans diverses industries (Aehle et
Misset, 1999). Le tableau 3, rapporte en bref les divers domaines d’application des
alpha-amylases.
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Tableau 3 Différentes applications des alpha-amylases.

Industries Application
Glucoserie Solubilisation de 1’amidan ,accompagné d’une importante de Ila
viscisité(liquéfaction) (Alais et al .,2008) .
sucerie Réduction de la viscosité des sirops de canne a sucre, en
hydrolysants les contaminants amylacé pour assuré le processus de
cristalisation (van der et al.,2002) .
Biscuiterie et | Amélioration des propriétés rhéologique et fermentaires de la
panification pate ,ainssi que le volume de la mie et la coloration de la croute
(Pandey et al.,2000).
Industrie Desencollage textile,qui permet d’éliminer la colle de I’amidan qui
textile enduit les fibres et le protéges au cours du tissage (Hendriksen et
al .,1999).
papeterie Liquéfaction de l’amidan pour préparer la sauce de couchage
permettant d’éliminerles irrégularités supperficielles de la feuille
(Tolan.,1996).
détergent Dégradation des taches a base d’amidan,les oligosaccharides et les
dextrines libérés de [I’action hydrolitique sont soluble,ce qui’il
facilite le découpage physique de la tache (Kotwittz et al.,1994).
Industrie Traitement de diabéte et de I’obeisité (Niélson et al.,2001).
pharmaceutiq
ue
2.3- Les champignons
2.3.1- Les moisissures
2.3.1.1- Généralités
Les moisissures sont des microorganismes hétérotrophes filamenteux et immobiles,

dont la structure cellulaire est celle d’une cellule eucaryote classique (Nicklin et al.,

2000).

filamenteux,

Les

peut différencier des organes forts variés selon

moisissures

le mycélium, dont les filaments s’appellent des hyphes.

possedent un appareil vegétatif constitue par un thalle

Le mycélium
la

les groupes, spécialisés dans
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multiplication et la dissémination, auxquels on accorde la dénomination globale de

spores (Bourgeois, 1989).

2.3.1.2- Croissance

La croissance des champignons mycéliens est assurée par des hyphes qui sont
constitués de  cellules hétérocaryotiques  (Ascomycota et Basidiomycota) ou
coenocytiques (Zygomycota et Glomeromycota). Leur extension est restreinte a
I'apex. Apres division, l'article apical nouvellement formé peut se séparer du reste du
mycélium par une cloison (mycélium septé) ou non (mycélium siphonné) (Jennings &
Lysek, 1996). Les hyphes vont se brancher en réseau, déterminant en partie la
morphologie macroscopique du thalle (Carlile et Watkinson, 1994). La croissance et
la nutrition vont se faire de facon concomitante ; la croissance sera réalisée par une
extension de la paroi a I’apex, par un apport continu de chitine. Dans le méme temps,
au niveau de D’apex ¢également, des enzymes hydrolytiques seront déversées dans le

milieu extérieur (Carlile et Watkinson, 1994).

2.3.1.3- Conditions de croissance

» Eléments nutritifs

Les moisissures sont des microorganismes hétérotrophes, elles exigent donc la
présence des éléments nutritifs de base carbone, azote et ions minéraux dans le milieu
qui assure leur croissance. Les moisissures possédent une panoplie enzymatique
extrémement riche qui leur permet d’utiliser plus efficacement encore que les
bactéries les substrats les plus complexes.

Leur digestion doit commencer dans le milieu extérieur par des enzymes excrétées
(extracellulaires) ou liées a la paroi, car seules les molécules de taille relativement

petite peuvent franchir les parois et gagner le cytoplasme (Davet, 1996).
» Source de carbone et d’énergie
Pratiguement tous les composés organiques peuvent étres utilises comme source de

carbone et d’énergie par les moisissures. La plupart d’entre elles peuvent métaboliser

le glucose et le saccharose avec quelques polysaccharides comme [’amidon et la
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cellulose (Boiron, 1996 ; Nicklin et al., 2000). Certaines d’entres elles produisent des
lipases extracellulaires capables d’hydrolyser les lipides en glycérol et acides gras qui
peuvent étres assimilés par beaucoup d’especes fongiques.

2.3.2- Alternaria

2.3.2.1- Définition

Alternaria est un champignon filamenteux cosmopolite ubiquiste. Communément
isolé a partir de plantes, de sols, de nourriture corrompue ainsi que de l’air ambiant
des habitations.. Alternaria est un Pathogéne de végétaux ; se comporte surtout
comme un parasite de faiblesse et se développe sur des plantes sénescentes, sur des
légumes, sur des débris organiques divers, sur le sol, sur des produits alimentaires et

sur le papier (Criquet et al., 2008).
2.3.2.2 - Aspect macroscopique d’Alternaria

Les colonies d’Alternaria ont une croissance rapide et aspect cotonneux. La surface
des colonies est souvent hétérogéne, présentant des zones blanches constituées
exclusivement d’hyphes aériennes et des =zones sombres rasantes renfermant les

spores asexuéees meélanisées. (Criquet et al., 2008) (figure 6).

Figure 6 Aspect macroscopique d’Alternaria .

2.3.2. 3 - Aspect microscopique d’Alternaria

Les hyphes sont septées. Les conidiophores sont bruns, et ont souvent 1’aspect de «
zigzags ». lls portent des conidies simples ou ramifiées. Les conidies présentent des
cloisonnements transversaux et longitudinaux et sont caractéristiques du genre
Alternaria. Des tubes germinateurs peuvent également étre observés a la surface des

conidies Principaux champignons allergisants (figure 7).
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Figure 7 Aspect microscopique d’Alternaria.
2.3.2.4- Habitat

Ce genre a été isolé de substrats et habitats divers, comme le bois, le caoutchouc, les
matieres  synthétiques , le  papier, les plantes, les produits alimentaires  (fruits,
légumes, ceéréales, noix), le sol et le textile (coton, laine).la croissance de Alternaria
a eté mise en évidence sur de nombreux substrats. Plus de 50 % des
prélevements de poussieres de matelas de logements humides en contiennent
(Breton et al., 1985; Botton,1990).

2.3.2.5- Classification taxonomique

La classification taxonomique du Genre Alternaria selon catalogue of life 2015 est la
suivante :

Régne  Fungi

Division ~ Ascomycota

Classe Dothideomycetes

Ordre Pleosporales

Famille  Pleosporaceae

Genre Alternaria

2.4 - Déchets Agricoles

Le terme déchets est définit par celui qui représente un tonnage important, de prix bas,

concentré géographiquement et représentant des sources énergiques non négligeables (Sauvant,
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1984). Les déchets des activités agricoles et des industries agro-alimentaires sont consideres

actuellement comme matiere premiéres dans le but d’une valorisation.

2.4.1- Déchets d’orange

> Définition
L’orange posséde une peau Epaisse et assez rugueuse. C’est un fruit juteux, sucré, excitant et il
contient de la vitamine C. Les déchets d’oranges riches en sucres solubles (glucose et
saccharose), insolubles (pectine, cellulose) et en source minérale (principalement Ca, K, P et
Si) (Nishio et Nagai, 1981 ; Mahmood et al., 1998).

» Structure morphologique de I’orange

D’aprées Robert et al., (1999) elle est constituée de 1’extérieur vers I’intérieur de :L’écorce, la

pulpe et les pépins (représentent 0 a 4 % du fruit et ont une teneur élevée en huil) (figure 8).

loge

~.car laire

.
\‘\ N

Figure 8 Coupe longitudinale et schéma descriptif de I’orange.
(Beton J.C., Brochard G. 1993).

» Composition biochimique de ’orange

e Lesglucides

La teneur en sucres est de 8,5 a 12 % dans les fruits matures, les glucides sont représentés par
le saccharose (40 %), le fructose et le glucose, ce sont des sucres assimilés qui fournissent

rapidement de 1’énergie a I’organisme (Beton J.C., Brochard G. 1993).
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e Les acides organiques

lIs représentent 1,2 %, essentiellement de 1’acidecitrique et un peu d’acide malique qui

apportent a I’orange sa saveur acidulée.

e Autres composant énergétiques

Les lipides sont concentrés dans les pépins et la pulpe qui n’en renferment que des traces,
enfin, comme tous les fruits , I’orange contient peu de protéines, ¢’est pourquoi elle est classée
comme fruit peu énergétique avec en moyenne 45 calories pour 100 g (Beton J.C., Brochard G.
1993).

2.4.2- Déchet de pomme de terre

» Définition

La pomme de terre est une plante tubéreuse, herbacée, cultivée, ses tubercules riches en amidon
et possédant des qualités nutritives, originaire d’Amérique du Sud. Elle appartient a la famille
des Solanacées, qui sont des plantes a fleurs. Les tubercules font I’objet d’un commerce
international important. C’est une plante qui se propage par multiplication végétative et qui est

cultivée comme une espéce annuelle (Rousselle et al., 1992).
» Structure morphologique de la pomme de terre
» Structure externe
Le tubercule de pomme de terre est une tige souterraine avec des entre-noeuds courts et épais.
Il a deux extrémités :
Le talon (ou hile) rattaché a la plante- mére par le stolon.
La couronne (extrémité apicale opposée au talon)

> Structure interne

Sur la coupe longitudinale d’un tubercule arrivé a maturité, on observe de I’extérieur vers

I’intérieur:
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Le périderme, connu plus communément sous le nom de la peau. Elle est une bonne protection
contre les micro-organismes et la perte d’eau (Bernhards, 1998).

Les lenticelles assurent la communication entre 1’extérieur et I’intérieur du tubercule. L’examen
au microscope optique montre que les cellules des parenchymes périvasculaires sont petites et
contiennent de trés petits grains d’amidon (Bernhards, 1998). Les cellules du parenchyme
cortical, Le tissu de revétement (lepériderme ) renferment de grains d’amidon (Bernhards,

1998). La zone périmédullaire présente les plus gros grains d’amidon (Bernhards, 1998).

Apex
(couronne)

T il

A P, (Ei
/ o
/ P N— : Anneau vasculaire
{
\
/ 4— Cortex
w
[ 4—\\— Zone péri-médullaire
<4—————Moelle
\
L /H— Périderme

\\\ ///
b o
ot Point d'insertion du stolon

Talon

\

Figure 9 Coupe longitudinale d'un tubercule de pomme de terre

» Composition chimique de pomme de terre
Le tubercule est constitué, principalement, d’eau (environ 75% du poids). Le reste est formé
par la matiere séche : acides aminés, protéines, amidon, sucres (saccharose, glucose, fructose),
vitamines (C, B1), sels minéraux (K, P, Ca, Mg), acides gras et organiques (citrique,

ascorbique).

: / 1 =2 004
Eau 72-75% Amidon 16-20%

Protéines 2-2.5%

Fibres 1-1.8%
Acides gras 0.15%

Figure 10 Composition chimique d'un tubercule de pomme de terre
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3- Matériel et méthodes

Le présent travail porte sur I’isolement de souches fongiques a partir du sol des milieux arides
(sol sahariens) et la sélection des isolats les plus performants pour la production de I’alpha

amylase sur différents substrats.

3.1- Echantillonnage

Les échantillons de sol utilisés dans le présent travail sont prélevés a partir de deux régions de
zones arides : Biskra et Ouargla situées dans I’Est Algeérien (figure 11) et considérées comme
des écosystemes extrémes (Température élevee). Aprés avoir écarté les cing premiers
centimétres de la couche superficielle du sol des deux régions, une quantité de ce dernier est
prélevée a partir d’ une profondeur de 10 cm a I’aide d’une spatule stérile et est introduite dans

une seringue stérile afin de la transporter jusqu’au laboratoire.

N AT S e S :
Mostaganom, e~ 2 5 z
- ’ * Souk Ahras
ron -
Ain Témouchent —’ R rSita

EAs

' Shadote

Quargla

Tindouf

Figure 11 Localisation géographique des régions d’échantillonnages.
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Figure 13 Site d’échantillonnages de Biskra.

3.2- Isolement des souches fongiques
3.2.1- Dilutions

La préparation des dilutions consiste, tout d’abord, a préparer la solution mere du sol en
mettant 1g du sol dans 9 ml d’cau physiologique stérile, suivie d’une agitation pendant 3 min
en suite, la préparation est laissée se décanter. La solution obtenue a servi & préparer des
dilutions décimales par 1’ajout successif de 1ml de la solution précédente a 9 ml d’eau

physiologique stérile jusqu’a ’obtention de la dilution de 10™ (Jerome et al., 2004).
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3.2.2- Ensemencement

Un volume de 0.1 ml de chacune des dilutions indiquées est déposée sur des boites de Pétri
contenant le milieu gélosé PDA, puis étalé uniformément avec un étaloir stérile par un
mouvement de balayage et de rotation sur I’ensemble de la surface de la gélose. Enfin, les
boites sont incubées a 30°C pendant 5jours, durée nécessaire pour I’apparition des colonies de

souches fongiques (Tortora et al., 2003).

3.3- Purification des souches fongiques

3.3.1- Purification des moisissures

La purification des moisissures est effectuée par pigdre centrale a partir des boites
d’isolement, cette purification est réalisée sur milieu PDA (Annexe 01), I’incubation des

boites est faite & 30°C pendant 5 jours.

3.3.2- Purification des levures
La purification des levures est effectuée par la méthode des stries qui consiste a tracer des

stries avec 1’anse contenant la levure sur la surface d’YPGA (Annexe 2). L’incubation des
boites est effectuée a 30°C pendant 72h (John et Michael, 2007).

3.4 - Sélection d’une souche a activité amylasique

La recherche de souches amylolytiques est réalisée sur les souches précédemment isolées,
selon la méthode décrite par Tatsinkou et al (2005). La sélection est effectuée sur milieu PDA
additionné d’amidon (Annexe 3). Les boites sont incubées & 30°C pendant 5 jours pour les
moisissures et 72h pour les levures. Apres la période d’incubation, une solution de lugol
(Annexe 4) est versée sur la surface de la boite, afin de mettre en évidence 1’activité
amylasique. Les souches a halo clair sur le pourtour, sont considérées comme productrices
d’amylases. Le diamétre des zones de lyse, est pris en considération pour la sélection de la

souche amylolytique la plus performante.
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3.5- Identification de I’isolat fongique sélectionné

L’identification présomptive de I’isolat sélectionné est basée sur 1’étude morphologique afin

de déterminer leur aspect macroscopique et microscopique

3.5.1- Observation macroscopique

Cette observation permet de déterminer les quatre caractéres culturaux suivants : la vitesse de
croissance, la texture et la couleur du thalle, la couleur du revers de la culture et I’odeur
(Harrigan et McCance, 1976 ; Rinaldi et al., 1998 ; Botton et al., 1999).

3.5.2- Observation microscopique

L’identification microscopique des champignons repose sur plusieurs méthodes, les deux
méthodes utilisées sont celle du scotch (test du drapeau) pour les cultures filamenteuses et

poudreuses et la méthode du lactophénol-bleu de coton (Chabasse et al.,2002).
3.5.2.1- Scotch

Un petit morceau de scotch est appliqué par la face collante sur la colonie a lI'aide d'une pince

puis déposé sur une lame porte —objet (Chabasse et al., 2002).
3.5.2.2- Lactophénol
Un fragment de la colonie est prélevé a laide d'une anse de platine et déposé sur une lame

porte-objet dans une goutte de colorant, recouvert d'une lamelle couvre-objet qui écrase la

préparation (Chabasse et al., 2002).
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3.6- Production de I’alpha-amylase

3.6.1- Preparation des milieux de fermentation

3.6.1.1- Préparation du milieu de fermentation a base de déchets d’oranges

La préparation de farine de déchets d’oranges débute par un séchage des morceaux de ce dernier
dans un four a 70°C pendant 3 jours puis un broyage (broyeur Moulinex), de fagon a réduire les
déchets en fines particules. La poudre est conservee dans des boites dans un endroit frais et sec.
20 grammes de poudre et 2 grammes d’amidon sont introduits dans des Erlenmeyers de 250 ml
le milieu est humidifié par I’ajout de 100ml d’eau distillée. Le contenu de chaque flacon doit
étre bien mélangé a 1’aide d’une tige. Les milieux préparés sont stérilisés a 121°C pendant 20

min (figure 14).

Figure 14 Milieu de fermentation a base de déchets d’oranges.
3.6.1.2- Préparation du milieu de fermentation a base de déchet de pomme de terre
Les déchets de pommes de terre sont utilisés comme substrats organiques contenant de
I'amidon. Les déchets de pomme de terre sont séchés au four (WISECUBE TM, Daihan

scientifique. WON-050, Corée) & 70 °C pendant 24 h, et ensuite sont broyées en poudre. Le

milieu de fermentation est préparé par I’ajout de 20g de la poudre dans des erlenmeyers de
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250ml, le milieu est humidifié par 1’ajout de 100ml d’cau distillée contenant les sels minéraux
suivants : Na,HPO,4.2H20 1,10 g, NaH,PO,4.2H,0 0,61 g, 0,30 g de KCl,

MgS0,4.7H,0 0,30 g puis stérilisé & 121°C pendant 20 min (Ramesh et Lonsane ,1989)
(Figure 15).

Figure 15 Milieu de fermentation a base de déchets de pommes de terre.

3.6.2- Inoculation

Les milieux de cultures précédemment préparés sont inoculés par 10ml de la suspension
sporale (10°%cellules/ml) de I’isolat fongique sélectionné, ensuite les fioles sont incubées a
30°C pendant 5 jours.

3.7- Méthode analytique

3.7.1- Extraction de I'enzyme a partir des milieux solides SSF

Un gramme de culture solide est prélevé chaque 24 h et mélangé avec 10 ml d’eau distillée.
Le mélange est homogénéisé a I’aide d’un vortex puis une filtration est réalisée a I’aide d’un

papier filtre n°4. Le filtrat obtenu représente 1’extrait enzymatique brut.
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3.7.2- Détermination de ’activité amylasique

Un volume de 0,5 ml de I’extrait enzymatique est additionné de 0,5mL de substrat contenant
1% d’amidon dans du tampon phosphate de sodium 100 mM a pH 6,5 (mélange réactionnel)
(Annexe 05), I’incubation est opérée dans un bain marie a 40°C pendant 30 minutes. La
réaction est arrétée par 1’addition de 1 ml d’acide 3, 5-dinitrosalicylique (DNSA) suivi d’un
chauffage a 100°C pendant 10 minutes. Aprés refroidissement dans un bain de glace, 10ml
d’eau distillée sont ajoutées. La densité optique est mesurée a 575 nm. La quantité des sucres
réducteurs est déterminée sur une droite d’étalonnage préparée avec des solutions de maltose

de différentes concentrations (Annexe 6).
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4-Résultats

4.1- Isolement des souches fongiques

L’isolement des souches fongiques, a partir des échantillons de sol des différentes régions, a

permis de répertorier 12 isolats. Le tableau 12 récapitule les différents aspects culturaux des

isolats.

Tableau 4 Les Isolats fongiques obtenus a partir des échantillons de sol de différentes régions.

Site
Région

Couleur et Conteur

Forme et Texture

Isolat

Biskra Droua

Verte avec contour

Lobée et
blanc et présence des Veloutée
exsudas
Blanche avec contour Ronde et
blanc Cotonneuse
Blanche Ronde et fibreux




Résultat

Beige Colonies rondes
et laisse
Vert avec contour Lobée
jaune et blanc Veloutée
Marron calair avec Ronde et
contour blanc Veloutée

Colonies blanches

Croissance lente
Cotoneuses




Résultat

Brune Ronde et
grise a noir veloutee
Ronde
Blanche Poudreuse
Biskra Chetma
Orangé Colonies rondes
et laisses
beige

Colonies rondes
et laisses




Résultat

Bala Colonie verts

olivier

Ouargla

Lobée et
poudreuse

4.2- Selection de souches amylolytiques

Parmi les 12 souches fongiques isolées, la recherche s’est orientée vers la sélection de la

souche la plus performante, pour la production de 1I’a-amylase (tableau 5). Pour ce faire, ces

souches, sont testées sur milieu PDA a 1% d’amidon. Les souches BD9 et BD6 ont développé

des zones de lyse (halo clair) sur ce milieu sélectif, en revanche, le reste de souches fongiques

n’ont révélé aucune couronne attestant la sécrétion de 1’enzyme. De ce fait, les deux souches

BD9 et BD6 sont considérée comme étant amylolytiques, en signalant que la souche BD9 se

distingue par une activité amylolytique tres élevée par comparaison a BD6.

Tableau 5: Test de sélection des isolats fongiques amylolytiques.

BD1

BD2

28




Résultat

BD4

BCH?2

29




Résultat

halo calir

halo calir

zone de lyse 1 "~ zone de lyse

BD6 BD9

4.3- ldentification de la souche amylolytique BD9

4.3.1- ldentification macroscopique
L’identification macroscopique du genre de la souche fongique, isolée a partir du sol de
la région de Biskra (Droua), est basée sur les clefs déterminatives de Botton, (1990).

La figure 6 présente 1’aspect macroscopique des colonies; la surface, la consistance, la couleur

du revers, ainsi que la présence ou I’absence de pigments.

Revers

surface

Figure 16 Aspect macroscopique et cultural de la souche fongique.

4.3.2- ldentification microscopique
L’etude microscopique porte sur I’observation des structures caractéristiques de la souche

fongique sélectionnée en particulier, le type de mycélium et la nature de la fructification
asexuée (figure 7).
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Figure 17: Aspect microscopigue de la souche fongique (Grossissement x 100) apres 5 jours
de croissance & 28°C sur milieu PDA.

L’observation des figures 7et 8 permet de mettre en exergue les points suivants caractérisant
I’isolat :
- La colonie veloutée etrase de couleur brun-grise a noire avec une périphérie blanche

et le revers est marron foncé a noir.

- La croissance aérienne de ce champignon est presque entierement constituée de chaines de

spores.

- Les conidiophores sontal - 3 septes, lisses, droits ou flexueux, noirs et ont une

croissance sympodiale.

- Les conidies pluricellulaires de couleur brunes a jaune-brun, en forme de massue avec

un rostre apical.

Ces observation correspondant au genre Alternaria et ’espéce A. alternata, suivant (Raty
1994).

4.4- Etude de Pactivité amylolytique de I’isolat

4. 4.1- Fermentation solide (SSF)

La production de 1’amylase par Alternaria alternata a été testée, en premier lieu, sur un
milieu solide a base de déchet d’orange (SSFO) et en second lieu, sur un milieu solide a base
de déchet de pomme de terre (SSF PT).
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4.4.1 .1- Cinétique de la production de I’alpha amylase par Alternaria

alternata sur milieu & base de déchet d’orange

La production de 1’alpha amylase sur milieu solide a base de déchet d’orange a montré que
la cinétique de I’activité enzymatique augmente progressivement pendant le temps pour
atteindre sa valeur maximale estimée a 83U/mg apres 72 heures de fermentation, Au-dela de
cette période, la concentration de 1’alpha I’amylase a diminué pour atteindre une valeur de

18U/mg et ce, a la fin de la période requise pour la fermentation (figure 9).
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Figure 18 Cinétique de la Production de I’alpha amylase par Alternaria alternata sur milieu a base de

déchet d’orange

4.4.1.2- Cinétique de la production de I’alpha amylase par Alternaria

alternata sur milieu a base de déchet de pomme de terre

L’activité amylolytique maximale de I’enzyme sur le milieu solide & base de pomme de terre a
été observée aprés 48H atteignant 19U/mg. Apres cette période, la croissance se ralentit, puis
diminuer pour arriver a la fin de fermentation a 14U/mg. La figure 10 montre 1’évolution de

I’activité amylolytique au cours du temps de la fermentation.
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Figure 19: Evaluation de I’activité amylolytique développée Alternaria Altenata sur milieu a  base
de déchet de pomme de terre.

I1 ressort des ces résultats que la production sur milieu a base de déchet d’orange est plus
importante que sur le milieu a base de déchet e pomme de terre.
Par ailleurs il est a signaler que I’estimation de la biomasse n’a pas été réalisée a cause

I’utilisation de déchet solide non totalement soluble.
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5- Discussion

La production industrielle d’enzymes amylolytiques, se fait a partir de souches bactériennes
ou de souches fongiques. Cependant, les moisissures sont considérées comme les
microorganismes les plus importants en biotechnologies pour leur fort potentiel de
développement (Sicard, 1982). Il est basé sur un critére écologique (recyclage des sous-
produits industriels pour lutter contre la pollution de I'environnement) et sur la production
d’une substance a haute valeur ajoutée avec un proces pas onéreux (Nouadri ,2011) .Le choix
du milieu approprié de fermentation est essentiel pour les microorganismes, aussi bien pour la
croissance que pour la production d’enzymes. La production d’enzymes amylolytiques par les
souches fongiques s’est considérablement améliorée par I’utilisation de différents milieux de
base comme les déchets d’agricoles. C’est dans cette derniére optique que s’inscrit 1’objectif
de notre travail qui est amorcé par les points de recherche suivants :

1- L’isolement et la purification des souches fongiques a partir des différents

échantillons.
2- La sélection et I’identification de la souche fongique amylolytique.
3- La production de I’alpha amylase par la souche amylolytique sélectionnée sur milieu

a base de déchet d’orange et sur milieu a base de pomme de terre.

L’exploration des échantillons du sol a abouti a I’isolement de 12 isolats fongiques. Ce
nombre reste trés négligeable par rapport a 1’énorme diversité en souches fongiques d’un
écosysteme ou les conditions climatiques et physicochimiques sont optimales (Phaff et
Starmer, 1987). Cette faible diversité, peut étre liée au pH relativement basique (7,64) du sol,
favorisant, plut6t, la croissance des populations bactériennes (Allen et Ahearn, 1987 ; Larpent
et Gaurgaud, 1997). Par ailleurs, 1l a été établi que les zones arides, en général, sont peu
riches en espéces biotiques, néanmoins, elles abritent de nombreuses espéces indigenes
animales, végétales et microbiennes, ayant élaborées des stratégies particuliéres pour

s’adapter aux conditions environnementales extrémes (LeBerre et Ramousse, 2001).

Le test de sélection effectué, sur milieu PDA additionné par 1% de 1’amidon , a permis de
sélectionner 1’isolat fongique BD9. L’étude réalisée par Tatsinkou )et al; (2005). a décrit la
capacité de certaines souches fongiques productrices de 1’alpha amylase dans les mémes

conditions expérimentales empotées dans ce travail.
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L’identification de 1’isolat BD9, basée sur 1’étude macroscopique et microscopique, a révelé
qu’il s’agit de 1I’Alternaria alternata.
Dans cette étude, les deux milieux de fermentation (déchets d’oranges et déchets de pomme
de terre), qui sont utilisés pour la production de ’alpha amylase par Alternaria alternata sont
choisis selon les criteres suivants :
> la production de la pomme de terre est possible toute 1’année, sa culture est aisée, son
potentiel de rendement est important (20 a 30 t/ha), elle est trés appréciée par les
populations (I’ Algérie consomme 60 kg de pommes de terre par personne et par an) et

elle constitue une culture de rente pour de nombreux agriculteurs.

» Les déchets d’oranges sont considérés comme un milieu trés riche en source de
carbone et d’azote (Nishio et Nagai, 1981 ; Mahmood et al., 1998) en effet, beaucoup
de travaux de recherches se sont orientés vers I’utilisation de déchets d’orange comme
substrat fermentescible : production polygalacturonse par Rhizopus oryzae (Hart et al.,
1991), de pectinase par Tubercularia vulgaris (Fonsec et Said, 1994) des protéase
alkalines et neutres de polygalacturonate-lyase et d’ a-amylase par Bacillus subtilis
(Mahmood et al.,1998)et par 1’Aspergillus niger (Djekrif-Dakhmouche et al. 2006 ;
Mukesh et al., 2010), Trichoderma reesei (Momein et al., 2003) et Aspergillus oryzae
(Raviyan et al., 2003)

La culture solide est appliquée a large échelle dans les processus industriels, elle posséde un
grand potentiel de production d'enzymes ; sa particularité est 1’utilisation directe du produit
fermenté brut comme une source d’enzyme (Pandey et al., 1999). C’est ainsi que différents
types des amylases peuvent étre produites par la culture solide en utilisant différents résidus

agroindustriels.

Dans cette étude, Les résultats de la cinétique de production de I’enzyme par Alternaria
alternata ont montré que cette souche est capable de produire des quantités importantes de
I’alpha amylase, atteignant 83 U/mg sur milieu solide a base de déchets d’oranges et 19 U/mg
sur milieu solide a base de déchets de pomme de terre, et ce, aprés 72 h et 48 h de culture
respectivement. L’étude réalisée par Oghenetega. J. A et al., (2015), ont montré que la

production de 1’alpha amylase par Aspergillus sp. est de I’ordre de 10 U/mg.
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Conclusion et perspectives

6-Conclusion et perspectives

Dans cette étude, une caractérisation des souches fongiques isolées a partir du sol d’un milieu
aride Algérien a été effectuée, dans le but de sélectionner des souches ayant la capacité de

produire I’alpha amylase sur différents substrats bon marché.

Le test de selection effectué sur milieu PDA additionné de 1% d’amidon a permis de

sélectionner I’isolat BD9 comme étant le plus performant.

Il a été conclu de cette partie, que I’isolat sélectionné (BD9) a la capacité de dégrader
I’amidon en glucose ou maltose. L’identification préliminaire de cet isolat, qui a fait 1’objet

de la suite de ce travail, a révélé qu’il s’agit d’Alternaria alternata.

Cette souche posseéde la capacité de produire une grande quantité d’alpha amylase sur milieu
solide a base de deéchet d’orange atteignant 83 U/mg aprés 72 h, cette production considérée
appréciable en comparaison avec la production de la méme enzyme par la méme souche sur
milieu a base de déchet de pomme de terre estimée a 19U/mg aprés 48h. Cette production est
obtenue grace a la capacité de I’isolat a secréter de I’alpha amylase, enzyme responsable de la
dégradation de I’amidon. De nombreuses perspectives découlent de cette recherche. En fait,

des études plus approfondies sont nécessaires visant plusieurs points, a savoir :

1- L’étude de I’effet de température et du pH sur I’activité amylolitique.

2- L’optimisation du milieu de production de 1I’a-amylase, a base de déchet de pomme de
terre et de déchets d’orange, afin d’augmenter le rendement en enzyme.

3- La purification de ’enzyme pour une éventuelle utilisation en industries alimentaires

et/ou pharmaceutique
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7-Abstract

The exploration of soil samples taken from the soil arid region, Beskra and Ouargla (South
Algeria) allowed the obtaining of 12 strains. One of the isolates (BD9) was selected for its
ability to produce alpha amylase by different substrate. Preliminary identification of the
isolate (BD9) based on macroscopic, microscopic its membership to Alternaria alternata .The
production of  alpha amylase in 250 mL, vials,this fungal strain grown on solid ~ medium
Oranges waste-based supplemented by starch to 1% (inducing substrate) and another
solid medium of potato waste.The results of the kinetics production amylase by Alternaria
alternata showed that this strain is capable to produce large quantities of this enzyme
reaching 83 U/mg on solid waste of oranges and 19U/mg on solid waste of potato, and this

after 72h of culture respectively

Key words: alpha amylase, Alternaria alternata, orangewaste, waste of potato and Saharan
soil.
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10- Annexes

Annexe 1 : Milieu PDA (Potato Dextrose Agar)

Extrait de pomme de terre

Glucose 20g

Agar 20g

L’agar et le Glucose sont dissous a chaud dans I’extrait puis le volume est complété a un litre

d’eau distillée. Le pH est ajusté a 5. (Larpent, 1997).

Annexe 2 : Milieu YPGA (Yeast-extract-Peptone-Glucose-Agar)

Extrait de levure.............. 109
Glucose ......oovvvvvinnnnnnn 20g
Peptone ........cccoevviiiieinnnn 10g
Agar...........ccceeee15-20 g
Eau distillée................. 1000ml

Le pH du milieu est ajusté a 5 (Guiraud, 1998).

Annexe 3 : Milieu de sélection (PDA a 1% d’amidon)

Extrait de pomme de teITe ... o.oie i 1000ml.
ANIAON Lo e e 10g.
N N 20g

L’agar et I’amidon sont dissous a chaud dans I’extrait de pomme de terre. Compléter a un

litre d’eau distillée, ajuster le pH a 5 et stériliser a 110°C, pendant 30 min.

Annexe 4 : Préparation du Lugol

lodure de POtASSIUM .. ...u it e e 20g.
L0 .o ———— e 10g
Bau distill€e. . ...ttt 100ml

Annexe5 : Tampon phosphate
NaH2PO4 oo 0. 30/250m] deau distillée.

Nag HPOg e e, 4.7¢/250ml d’eau distillée.
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Eau distill€e. .. ... 500ml.
Le pH ajusté est 6,5
Annexe 6 : Préparation de I’acide dinitrosalycylic (DNS)

Dissoudre 1g d’acide dinitrosalycylic a 60°C dans 20mL de NaOH 2N et 50 mL d’eau
distillée, aprés la solubilisation compléte du DNS on ajoute 30g de tartrate double sodium
potassium. Le volume final est ramené a 100mL par de I’eau distillée, la solution est

conservée a I’abri de la lumiére.

Annexe? : Courbe d’étalonnage

Pour I’établissement de la droite d’étalonnage, les 0,5mL d’échantillon sont remplacés par 0,5
mL de solution fructose a différente concentrations (0.25, 0.5, 1, 1.5, 2, 4 g/l). L’absorbance
de ces concentrations est mesurée a 575 nm avec le spectrophotometre, la relation linéaire
entre I’absorbance et la quantité de sucres des solutions étalons permet d’établir une relation

mathématique liant ces deux valeurs.

Cette méthode permet de déterminer la concentration en sucre réducteur présente dans les

échantillons.

0,16 -
0,14
0,12

0,1
0,08
0,06
0,04
0,02

4,5

Courbe d’étalonnage du maltose.
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