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Introduction

Introduction

Le lait est un aliment hautement nutritif par sa richesse en glucides, lipides, vitamines et
sels minéraux. Le lait camelin est un aliment majeur prisé par les populations des régions
arides et semi-arides du globe, il est trés souvent consommé apres transformation (lait
fermenté) (Bezzalla et Gouttaya, 2013). Le lait de chamelle constitue depuis des temps trés
lointains, la principale ressource alimentaire pour les peuples nomades qui le consomment

habituellement a I’état cru ou fermenté.

Bien qu’il présente une composition physico-chimique relativement proche de celle du
lait bovin, ce lait se singularise néanmoins par une teneur élevée en vitamine C et en niacine
et par la présence d’un puissant systéme protecteur, lié a des taux relativement élevée en
Lyzozyme, en Lactoperoxydase (systeme LP/SCN/H202), en Lactoferrine et en bactériocines
produites par les bactéries lactiques. Ceci prolonge naturellement sa conservation de quelques

jours sous des températures relativement élevées (Siboukeur, 2007).

La préoccupation majeure des laitiers et technologues est de pouvoir transformer le lait
de chamelle en produits laitiers dérivés présentant une conservabilité satisfaisante. Les études
entreprises sur ce lait ont porté sur la composition, les caractéristiques physico-chimiques, en
comparaison avec le lait de vache, ainsi que sur les potentialités de transformation en produits

dérivés (Karam et Karam, 2006 ; Alaoui Ismaili et al., 2016).

La transformation de ce lait nécessite, entre autres, une bonne connaissance de sa
microflore lactique (Karam et Kram, 2006). A notre connaissance, la microflore levure du lait

de chamelle restent peu décrites dans la littérature.

En effet, Les levures sont des composants importants de la microflore de
nombreux produits alimentaires. Ces micro-organismes sont généralement détectés en
grand nombre dans les produits laitiers (lait cru, lait fermenté, fromages, etc.) reflétant
une bonne adaptation a un substrat riche en protéines lipides, sucres et acides
organiques. Cette large distribution est la conséquence de la production des activites
enzymatiques protéolytiques et lipolytiques extracellulaires par les souches de levures
ainsi que 1’assimilation et/ou la fermentation du lactose (Corbaci et al., 2012). De

plus, les levures peuvent se développer dans le substrat avec une forte concentration de
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sel, des températures basses, un pH faible et leur caractere inhérent d'adaptation aux
substrats complexes.

Les souches de levures isolées a partir du lait cru peuvent jouer un rdle bénéfique
dans la production laitiére (Viljoen, 2001 ; Corbaci et al., 2012). En effet, elles sont
utilisées comme culture starter pour le développement des propriétés sensorielles des
produits laitiers tels que les laits fermentés et de nombreux types de fromages (Njage
et al., 2011 ; Corbaci et al., 2012).

Dans cette optique, 1’objectif principal de cette étude est d’isoler et d’identifier des
souches levures a partir du lait cru de chamelle ainsi que la sélection des souches possédant

des activités enzymatiques d’intérét technologiques.



Chapitre I Etude bibliographique

1. Lait de chamelle
1.1. Apercu sur le dromadaire

Le terme dromadaire est dérivé des grecs de dromos signifiant route et est donc
directement applicable a la course et a I’équitation (Hossein et Mansour, 2013). Le
dromadaire (Camelus dromedarius) est I'un des plus gros ongulés domestiques et I'un des

ajouts les plus récents au bétail, connu comme le «naive du désert» (Bulliet et al., 1975).

1.2. Effectif et répartition géographique du dromadaire en Algérie

L'effectif camelin algérien est estimé a 362,265 tétes en 2015, cet effectif est réparti sur
16wilayas, avec 93,78 % du cheptel dans les dix wilayas sahariennes : Ouargla, Ghardaia,
Laghouat, EI-Oued, Tamanrasset, Illizi, Adrar, Tindouf, Béchar et Biskra et 6,21 % du cheptel
dans six wilayas steppiques : Tbessa, Djelfa, EI-Bayad, Nadma, Tiaret et M'sila (Figure 1)
(Ben amara., 2017).

100,000
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Figure 1. Effectif du cheptel camelin en Algérie en 2015 (Ben amara, 2017).
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1.3. Production laitiére

La production laitiere des races camelines en Algérie est estimée a environ
5 a 6 litres/jour soit 1800 litres/lactation (Anonyme, 1986). Cette production est intéressante,
en comparaison avec la production laitiere moyenne dans le monde (800 et 3600 litres pour
une durée de lactation de 9 et 18 mois). Richard et Gerald (1989) l'ont estimée entre
2 a 6 litres/jour en élevage extensif et de 12 a 20 litres/jour en élevage intensif. Pour les
chamelles mauritaniennes peuvent produire 3 a 9 litres/jour au pic de lactation. Kamoun
(1998) rapporte que la production de lait au pic de lactation qui correspond le plus souvent au

troisieme mois est de 11,9 litres/jours chez les chamelles de la race maghrébines.

Selon FAO (2014), la production du lait camelin en Algérie a connu une petite

évolution au cours de ces dernieres années (Tableau 1).

Tableau 1. La production du lait de chamelle en Algérie (en tonnes de lait) (FAO, 2014).

Année Production en Algérie
2003 10.700.00
2004 11.700.00
2005 11.500.00
2006 12.300.00
2007 12.500.00
2008 12.599.00
2009 12.271.00
2010 13.300.00
2011 13.500.00
2012 14.600.00
2013 15.000.00
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1.4. Caractéristiques du lait de chamelle
1.4.1. Propriétés physiques et organoleptiques

Le lait de chamelle a généralement une couleur blanche opaque et a une Iégere odeur
sucrée et un goQt prononcé ; parfois, il peut étre salé (Abbas et al., 2013). Sa couleur est due
aux graisses qui sont finement homogéneisées dans le lait, tandis que les changements de goGt
sont dus au type de fourrage et a la disponibilité de I'eau potable (Kumar et al., 2015). Le pH
du lait camelin se situe entre 6,31 a 6,64 (Alaoui Ismaili et al., 2016 ) et sa densité moyenne
est de 1,029 g cm-3 (Laleye et al., 2008). La viscosité du lait camelin a 20° C est de 1,72
mPa s (Khaskheli., 2005). Son point de congélation est compris entre -0,57° C et -0,61° C et a
un pouvoir calorifique de 665 Kcal/L (Wangoh, 1997).

1.4.2. Composition biochimique

La composition chimique globale du lait de chamelle méme si elle fluctue selon les
auteurs (donc selon les animaux et I’environnement considéré) montre néanmoins des teneurs
importantes et équilibrées en nutriments de base (protéines, matiére grasse, lactose, cendres et
solides totaux). Les teneurs en protéines et en matiere grasse varient respectivement de 2,30
a49 % etde 1,2 a54 % alors que la teneur en lactose fluctue entre 3,30 et 5,61%. Les
concentrations élevées observées pour ce dernier expliqueraient la saveur parfois sucrée du
lait de chamelle (Gnan et Shereha, 1986 ; Bayoumi, 1990). Les valeurs de cendres sont 0,63
a 0,99% alors que les valeurs de solides totaux sont plus élevées par rapport aux autres
constituants par les quelles on trouve 8,90 jusqu’a 14,50% (Tableau 2). La teneur en eau du
lait de chamelle varie de 87 a 90% (Singh et al., 2017). Une relation inverse a été trouvée
entre les solides totaux dans le lait de chamelle et la consommation d'eau par chameau
(Haddadin et al.,2008).

Cependant, les variations observées dans la composition du lait de chamelle peuvent
étre attribuées a plusieurs facteurs tels que les procédures de mesure analytique, les lieux
géographiques, les conditions d'alimentation et les échantillons de différentes races
(Khaskheli et al., 2005). La constitution genétique et I'état de santé du chamelle
(Konuspayeva et al., 2009), ainsi que dautres facteurs tels que le stade de lactation
(Khaskheli et al., 2005). L'origine géographique et les variations saisonniéres sont les facteurs

les plus efficaces dans la composition du lait de chamelle (Singh et al., 2017).
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Tableau 2. Composition chimique du lait de chamelle (gm%) (Singh et al., 2017).

Lait de chamelle

Protéines '\g?:sésge Lactose Cendres ?(c))tlgclljexs
3.45 4.15 4.55 0.7 8.90
2.50 35 3.90 0.8 11.0
3.19 5.22 5.00 0.8 14.50
2.30 2.30 4.05 0.85 9.500
4.9 3.9 5.00 0.63 13.80
2.69 2.95 3.92 0.82 12.30
3.11 3.15 5.24 0.8 12.20
3.13 4.29 4.05 0.82 12.5
3.30 3.3 5.61 0.82 13.00
3.36 2.74 4.19 0.86 11.10
3.25 2.65 4.05 0.83 10.80
4.00 3.2 4.80 0.7 13.40
3.66 3.79 5.15 0.81 13.40
2.68 3.31 4.67 0.8 11.30
3.00 5.4 3.30 0.7 13.70
3.50 3.26 3.60 0.67 11.00
2.81 1.2 5.40 0.99 9.60

1.4.3. Propriétés thérapeutiques et médicinale

Le lait de chamelle agit comme un adjuvant et possede des propriétés médicinales, ce
qui suggere qu’il contient des protéines protectrices qui pourraient jouer un rdle dans
I’amélioration du mécanisme de défense immunitaire (Yagil et al ., 2013). En outre, il joue
également un role important dans le contréle d’un nombre de troubles de santé physique ou

méme de troubles mentaux (Askale et al., 2017).
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e Activités antimicrobiennes et immunologiques

Le lait de chamelle contient diverses protéines protectrices (lactoferrine,
lactoperoxydase, N-acétyl-R-glucosaminidase (NAGase), PGRP, immunoglobulines (lg) et
lysozymes) qui exercent une activité antibactérienne, antivirale, antifongique et
antiparasitaire, des propriéetés immunologiques, une activité de promotion de la croissance et
une activité antitumorale (Amany et al., 2005, Conesa et al., 2008, Mona et al., 2010,
Gizachew et al., 2014) (Tableau 3). Néanmoins, certains d'entre eux ont des propriétés

spécifiques dans le lait de chamelle.

Tableau 3. Concentrations moyennes de lactoferrine, de lysozyme et d'immunoglobulines G
dans le lait de chamelle (mg/L) (Askale et al., 2017).

Concentrations moyennes (mg/L)

Lactoferrine Lysozyme ImmunogC;;Iobullnes
Lait de chamelle
700-2000 100-890 40-54

e Propriétés antidiabétiques

Le lait de chamelle est apparu comme une alternative thérapeutique puissante qui peut
aider a réduire les doses d'insuline (Agrawal et al ., 2010). L'action allostérique positive du
lait de chamelle implique l'induction/la stabilisation de la conformation spécifique du
récepteur de l’insuline humaine avec un impact sur sa signalisation en aval. En effet,
en présence de lait de chamelle, la conformation de récepteur de I’insuline humaine
(conformation B) (Figure 2-B) est plus efficace en ce qui concerne l'activation de I'ERK1/2
(extracellular regulated kinase), mais probablement pas Akt (Protéine kinase B), par rapport a
la conformation liée a I'insuline en I'absence de chameau composant de lait (conformation A)
(Figure 3-A) (Abdulrahman et al., 2016).
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Figure 2. Modéle schématique de I'action allostérique du lait de chamelle sur le récepteur de
I’insuline humaine (Abdulrahman et al ., 2016).

e Actions anticancéreuse et anti-tumorale

Le lait de chamelle déclenche I'apoptose (mort cellulaire contrélée) dans le cancer du
sein humain et les cellules cancéreuses du foie par des mécanismes épigénétiques (Korashy
et al., 2012 ;Wernery et Yagil, 2012). En outre, le lait de chamelle aide a restaurer les
traitements anti-tumoraux par leurs effets antigénotoxiques et anticytotoxiques en inhibant les
érythrocytes polychromatiques micronucléés et améliore I'index mitotique des cellules de la

moelle osseuse (Salwa et Lina 2010).

e Traitement pour les allergies

Le lait de chamelle est récemment suggéré comme aliment alternatif pour les enfants
allergiques au lait bovin. L'hypoallergénicité du lait maternel serait due au pourcentage élevé
de B-CN (p-cas€ine), au faible pourcentage d'a-CN (a-caséine) (EI-Agamy et al., 2009),
au déficit en B-lactoglobuline (Kappeler et al .,1998) et a la similarité des immunoglobulines
(Shabo etYagil, 2005). Il a été rapporté que le lait de chamelle pourrait étre une nouvelle
source de protéines pour les enfants allergiques au lait bovin. On s'attend a ce qu'il provoque
peu de réactions d’hypersensibilité car les protéines du lait de chamelle et leurs pourcentages
sont similaires a ceux trouvés dans le lait humain (EI-Agamy et al., 2009).

e Traitement pour ’autisme
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Le trouble du spectre autistique est un trouble neuro-développemental grave
caractérisé par des troubles de [l'orientation sociale, de la communication et des
comportements répétitifs (McPheeters et al., 2011). Un dysfonctionnement du systéeme
immunitaire provoque une inhibition de I'enzyme alimentaire, provoquant la dégradation
de la caséine en casomorphine, et non en acides aminés. La casomorphine est un opioide
puissant, beaucoup plus puissant que la morphine elle-méme et est capable de causer des
dommages au cerveau et des symptémes cognitifs et comportementaux de l'autisme. Les
enfants autistes qui boivent du lait de chamelle ont eu des améliorations incroyables dans

leur comportement et leur alimentation (Shabo et Yagil, 2005).

e Effet cosmétique et anti-age

Le lait de chamelle a un effet cosmétique da a la présence d'acides a-hydroxylés. Les
acides alpha-hydroxylés aident & éliminer la couche cornée externe des cellules mortes de la
peau (épiderme) en aidant a décomposer les sucres, qui sont utilisés pour maintenir les
cellules de la peau ensemble. Cela aide a révéler de nouvelles cellules, plus élastiques et plus
claires. Les acides alpha-hydroxylés aident a éliminer les rides et les taches de vieillesse et &
soulager la sécheresse, car ils rendent la couche externe de la peau plus fine et soutiennent la
couche inférieure du derme en la rendant plus épaisse. De plus, les liposomes présents dans le
lait de chamelle sont applicables a un ingrédient cosmétique potentiel pour améliorer I'effet
anti-age (Choi et al., 2013).

1.4.4. Qualités microbiologiques du lait camelin

Le lait est un excellent milieu de culture pour la croissance des micro-organismes. Le
taux de multiplication des microbes dépend principalement de la température et du temps de

stockage, du niveau de nutriments et des conditions de manipulation (Bachmann, 1992).

La qualité du lait cru est fonction de la nutrition et de la santé de l'animal, de la
combinaison chimique et de ses activités microbiennes. Les deux facteurs dominants de la
qualité sont le temps avant la livraison au consommateur et I'état de conservation du produit.
L'analyse microbienne du lait et des produits laitiers comprend des tests tels que le
dénombrement bactérien total, les levures et moisissures et I'estimation des coliformes.
(Kamal et al ,2010, Abdurahman, 2006 ).
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Le tableau au dessue releve le dénombrement de différentes flores microbiennes du lait
de chamelle cru.

Tableau 4. Moyenne des diverses flores (cfu mL-1) dénombrées dans du lait de chamelle cru
(Alaoui Ismaili et al ,2016).

Flore (cfu mL—1) Moyenne Valeur min Valeur max
Flore aérobie totale 1.76 - 108 5.6 - 103 1.8 - 109
Coliformes totaux 1.18 - 107 1.0 - 102 15108
Coliformes fécaux 3.24 - 106 1.0 - 102 3.1-107
Flore 9.84 - 107 1.0-103 9.7 - 108

psychrotrophique

Moisissure 1.60 - 105 0.0 - 104 1.4 - 106
Enterocoque 3.76 - 106 8.6 - 101 9.0 - 107
Lactocoques 4.24 - 107 8.2 102 4.2 -108
Leuconostoc 4.45 - 107 1.2 - 103 4.9 -108
Lactobacilles 3.55 - 107 1.4-103 4.2 -108
Staphylococcus aureus 2.32 - 105 1.0 - 102 5.6 - 106
Levures 3.12 - 106 1.7 - 102 3.0 - 107

La flore aérobie totale variait de 5,6 - 10® 41,8 - 10° CFU ml-1 avec une moyenne de
1,8 - 10° CFU ml-1. Les comptes moyens des coliformes totaux et fécaux étaient de 1,8 - 10’
et de 3,2 - 10° CFU ml-1. Les bactéries lactiques étaient présentes a des concentrations plus
élevées que 10* CFU ml-1 dans la plupart des échantillons testés. Les leuconostocs ont été
trouvés avec des teneurs variant de 1,2 - 10° 2 4,9 - 10° CFU ml-1 avec une moyenne de 4,45
- 10" CFU ml-1. Les résultats du dénombrement des lactocoques indiquaient un taux moyen
de 4,25 - 10" CFU ml-1 et une plage de 8,2 - 10* & 4,2 - 10® CFU ml-1. Ces deux groupes de
bactéries lactiques représentaient chacune 35% des bactéries lactiques totales. La valeur
moyenne des lactobacilles était de 3,55 - 10’ UFC ml-1, ce qui représentait 28% de la flore
lactique totale. Les entérocoques ont montré une gamme de 8,6 - 10* 4 9,0 - 10’ CFU ml-1
avec une moyenne de 3,7 - 10° CFU ml-1.

10
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Flore pathogéne : La teneur moyenne de S. aureus égale & 2,32 - 10°> CFU ml-1. Les
moisissures ont présenté une moyenne de 1,6 - 10° CFU ml-1. Le nombre de levures était de
1,7 - 102 3 - 10’ CFU ml-1 avec une moyenne de 3,1 - 10° CFU ml-1 Les taux élevés de

levures et de moisissures dans le lait sont plutét rares, car le pH naturel du lait favorise la

dominance bactérienne (Pitt et Hocking, 1997).
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2. Les levures
2.1. Généralités sur les levures

Le terme levure, selon (Phaff et al., 1968), provient du mot latin « levare » qui se traduit
par lever. Ce mot a été appliqué aux levures en raison de I’aptitude de ces microorganismes a
produire du CO, pendant la fermentation et a lever la surface mousseuse d’un milieu liquide
de fermentation (Farhat et Laklouka., 2015). Les levures sont souvent présentées comme des
champignons microscopiques unicellulaires pour tout ou une partie de leur cycle végétatif et
qui forment un groupe trés hétérogene (Rezki-Bekki., 2014). Les levures se multiplient par un
processus asexué (mitose) qui s’effectue par bourgeonnement (Figure 3) dans la plupart des
cas (Saccharomyces cerevisiae) ou par scissiparité pour quelques especes
(Schizosaccharomycespombe) ou encore par un processus intermédiaire de sporulation
(Rezki-Bekki, 2014).

Figure 3. Bourgeonnement d’une cellules de levures, barre = 500 nm (Klei et al., 2011).

Les levures sont des microorganismes immobiles, non photosynthétiques
chimio-hétérotrophes (Henky, 200). La cellule de levure est limitée par une paroi riche en
polysaccharides antigéniques : glucanes, mannanes, et phosphomannanes liés a des peptides.
En chitine au niveau des bourgeons, en protéines dont certaines sont des enzymes.
La membrane cellulaire est constituée de protéines et lipides. Le cytoplasme contient des

vacuoles, des ribosomes, des mitochondries, un ergastoplasme et des réserves (tréhalose,

12
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glycogéne,etc.). Le noyau contient plusieurs chromosomes et il est limité par une membrane

(Figure 4). Certaines especes possedent une capsule polysaccharidiques (Guireau ,1998).
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Figure 4. Présentation d’une cellule de levures (Manyri, 2005).

2.2. Habitat des levures

Les levures sont des especes ubiquitaires, largement distribuées dans la nature.
Elles se rencontrent sur les végétaux riches en sucre directement assimilables. En effet, les
milieux fortement concentrés en sucre représentent un de leur environnement préférés,
comme les sirops, le miel, les fleurs et de nombreux fruits (les pommes, les raisins) (Walker,
2009). Certaines levures ont été isolées a partir d’environnements extrémes comme les
sources thermales (Benaouida, 2008 ; Labbani, 2008) et 1’Antarctique (Satyanarayana et
Kunze, 2009). On trouve également des levures dans le tube digestif de certains animaux et
les galeries d’insectes (Starmer et Lachance, 2011), dans des produits alimentaires
(STARTFORD, 2006), dans les eaux, dans I’atmosphére et dans le sol (Leveau et Bouix.,
1993 et Pol., 1996).
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2 .3. Morphologie des levures

La morphologie des levures est d’une grande importance taxonomique. Les cellules sont
généralement sphériques ou ovoides, parfois cylindriques, ellipsoides, allongées, apiculées,
ogivales, triangulaires, ou en forme de bouteille (Walker, 2009 ; Kurtzman, 2011 ; Labbani,
2015). La taille des cellules est grande par rapport aux bactéries : elle varie entre 5 et 20
micron. La morphologie cellulaire peut étre examinée facilement a 1’objectif x 40 pour une
préparation a 1’état frais. Les cellules peuvent rester accolées et donner naissance a un

pseudomycélium ou méme un vrai mycélium (Figure5) (Guiraud, 1998).

o =

Figure 5. Filamentation des levures. A : pseudomycélium ; B : vrai mycélium ; C : vrai mycélium
cloisonné (Guiraud, 1998).

2.4. Reproduction des levures

Il existe deux modes de reproduction ; la reproduction asexuée par bourgeonnement ou
la cellule mére donne naissance a deux cellules filles et la reproduction sexuée par sporulation
qui consiste en la fusion de deux cellules préexistantes.

Pour la majorité des levures, la multiplication asexuée est la forme majeure de
multiplication. Mais S. cerevisiae a la capacité, en fonction du milieu, de se reproduire aussi
par voie sexuée et d’alterner entre ces deux modes de reproduction.

Ainsi, si le milieu est favorable (présence de sucres et de minéraux), elles bourgeonnent

tandis que si le milieu est défavorable, elles sporulent (Thuriaux ,2004 ; knop, 2011).
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2.4.1. La reproduction asexuée

La reproduction asexuée s’effectue par bourgeonnement. Une petite masse saillante
apparait a la surface de la cellule mére qui grossit petit a petit puis se détache lorsqu’elle
atteint la méme taille. Au méme moment, le noyau de la cellule mere se déplace vers
la périphérie, il s’étire, une partie s’infiltre dans le bourgeon. Il se sépare alors de la cellule
meére y laissant parfois une petite « cicatrice » (Figure6).

La cellule fille ainsi produite grandit jusqu’a atteindre environ un diamétre égal au deux
tiers de la cellule mere, puis donne a son tour de nouveaux bourgeons (Guinet et Godon,
1994).

Dans des conditions optimales de croissance, cette population double toutes les
quatre-vingt-dix minutes, ce qui représente un temps record pour des cellules eucaryotes
(Silar et Malagnac, 2013).

Figure 6. Observation au microscope de cellules en bourgeonnement (Castan, 2016).

2.4.2. La reproduction sexuee

Dans un milieu défavorable (riche en acétate, pauvre en nutriments, températures
extrémes...) (Larpent, 1997 ; Leblon ,1988). La cellule diploide de levure va sporuler c'est a
dire produire 4 ou 8 cellules haploides, nommées « ascospores» chez les Ascomyceétes et «
basidiospores » chez les Basidiomycetes, qui resteront en vie ralentie. Si les conditions du
milieu redeviennent favorables, les spores sont libérées, vont germer, croitre et commencer un
nouveau cycle de multiplication végétative sous la forme haploide (Guinet et Godon, 1994)
ou diploide (Ferreira, 1997).
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Hansenula saturnus Hanseniaspora Metschnikowia
(spores avee anncau de Saturne) (sporc en chapeau) (spore en aiguille)
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S.cerevisiae Pichia farinosa Schizo. octosporus

Figure 7.Asques et ascospores (Leveau et Bouix, 1993).

2.5. Conditions de croissance

Pour se maintenir, croitre et se reproduire, la levure doit trouver dans son milieu
externe, les éléments nécessaires a la synthese cellulaire et des conditions physicochimiques

favorables.

2.5.1. Besoins nutritionnels

Les sources carbonées sont d’une grande importance pour les levures puisqu’elles
fournissent le carbone nécessaire pour la biosyntheése de constituants cellulaires et I’énergie
nécessaire a son fonctionnement. Les levures utilisent fréguemment des glucides,
en particulier des monosaccharides (ex. le glucose, le fructose), des disaccharides (ex. le
maltose, le saccharose), et des tri saccharides (ex. le maltotriose) comme source principale de

carbone et par conséquent d’énergie (Reakil-Bekki, 2014). D’autres levures particulieres
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utilisent des sources de carbone non conventionnelles ; elles sont capables d’oxyder des
acides organiques (ex. citrate, lactate) et des alcools (éthanol, glycérol) (Otenggyang, 1984).

L’azote est le deuxiéme constituant important, jouant un role capital puisqu’il entre dans
la composition de plusieurs molécules, essentielles au fonctionnement cellulaire allant des
plus simples comme les acides amineés, les sucres aminés, les nucléotides, les coenzymes et
les vitamines jusqu’aux macromolécules, telles que les protéines, les acides nucléiques et la
chitine (Sanchez, 2008). La plupart des levures sont capables d’utiliser les sources azotées
minérales simples sous forme d’ion ammonium qui sont apportés dans le milieu par le
chlorure d’ammonium, le nitrate d’ammonium, le phosphate d’ammonium et surtout le sulfate
d’ammonium, meilleur composé car il apporte en méme temps du soufre nécessaire a la
synthése de certains acides aminés. L’azote peut étre apporté également par des composés
organiques divers tels que les acides aminés, les peptides ou des polypeptides dont la taille
nécessite pour leur utilisation une hydrolyse par des peptidases intracellulaire.

Certaines levures, en particulier les Hansenula, Pachysolen, Citeromyceset certaines
especes de Candida et de Trichosporon sont capables d’utiliser les nitrites et les nitrates.
Généralement, les especes qui utilisent les nitrates utilisent les nitrites, mais 1’inverse n’est
pas toujours vrai, ainsi Debaryomyces hansenii et Pichia pinus utilisent les nitrates mais pas
les nitrites. Chez Brettanomyces bruxellensiset B.intermedius, I’utilisation des nitrates est une
caractéristique stable au moins a I’intérieur de 1’espéce ce qui en fait un outil utilisé & des fins
taxonomiques (Lodder, 1970 ; Kreger Van Rij, 1984 et Moore et al., 1988). Enfin 1’urée en
association avec la biotine et les bases puriques et pyrimidiques peut aussi étre utilisée comme
source d’azote (Rezki-Bekki ,2014).

Pour leur croissance, les levures ont besoin également de sels minéraux et
d’oligoéléments nécessaires a de trés faibles concentrations (Larpent et Sanglier., 1992). De
plus, d’autres facteurs sont essentiels comme les vitamines (la biotine, la thiamine et ’acide
pantothénique), qui interviennent lors des réactions enzymatiques, comme des coenzymes
(Botton et al., 1990) .

2.5.2. Conditions physico-chimiques
e Température et pH

En genéral, les levures se développent a une gamme de température optimale située

entre 25°C et 30°C (Labrecque, 2003). Comme les autres microorganismes, les levures

17



Chapitre I Etude bibliographique

peuvent étre classées en levures psychrophiles, mésophiles et thermophiles. D’une fagon
générale, les levures ne sont pas aussi tolérantes, telles que les bactéries, aux températures
élevées. Les levures se développent surtout en milieu acide : leur optimum de pH se situe
entre 4.5 et 6.5 mais elles tolerent des valeurs entre de 2.5 et 8.0 (Labrecque, 2003).

En dessous de pH 5.5, les levures entrent facilement en compétition avec les bactéries et
la plupart d’entre elles supportent des acides organiques et sont inhibées par les acides

acetique, citrique et lactique (Larpent ,1990 ; Gournier et al ,1994 ; Bourgeois et al ,1996).

e Pression osmotique et activité de I’eau

L'activité de I'eau (aw) est le rapport de la pression osmotique (PO) de la vapeur d'eau du
milieu sur la pression d’eau distillée a la méme température. C'est donc I'état d'équilibre qui
s'établit entre I'atmosphére et le produit. La plupart des levures ne peuvent se développer a des
aw < 0.9, mais certaines tolérent des pressions osmotiques plus €levées, correspondant a une
aw de ’ordre de 0.6, en ralentissant leur métabolisme. Ce sont des levures sont xérotolérantes
ou osmotolérantes (Bouix et Leveau, 1991 ; Guiraud, 1998). Leur mécanisme de résistance se
manifeste par 1’accumulation de polyols afin de minimiser la différence de pression
osmotique entre la cellule et le milieu et d’hydrater les polyméres intracellulaires (Schobert,

1977).

e Besoin en oxygéne

Toutes les levures peuvent se développer en présence d'oxygene : il n’y a pas de
levures anaérobies strictes. Cependant, quelques especes orientent leur métabolisme vers la
fermentation méme en présence d'oxygene (Saccharomyces) et d’autres préferent un

métabolisme respiratoire (Candida et Kluyveromyces) (Leveau ; Bouix, 1993).

2.6. Métabolisme
2.6.1. Metabolisme oxydatif

Ce type de métabolisme nécessite la présence d’oxygéne et une concentration en
substrat limitée afin d’éviter un changement métabolique vers la production d’éthanol et
d’autres co-métabolites Dans ces conditions, le glucose est oxydé via les voies métaboliques
de la glycolyse, du cycle de Krebs et de la phosphorylation oxydative. (Rose et Harrison,
1971et Van Dijken et Scheffers, 1986).
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Ce métabolisme qui conduit & la formation du CO.et H,O est trés énergétique et permet aux
levures de se maintenir en vie, de synthétiser de la matiére organique et de produire de la
biomasse (X) avec un rendement cellulaire élevé (Lai, 2010). Dans ce cas ’oxydation du
sucre est compléte et le bilan énergétique théorique de cette voie métabolique est décrit par

I’équation suivante :

C6H1206 + 6 02+ 28Pi + 28 ADP— X + 6 CO2+ 6 H20 + 28 ATP

2.6.2. Métabolisme fermentaire

En anaérobiose, les levures sont capables de fermenter le glucose en éthanol, en dioxyde de
carbone, avec coproduction de glyceérol, de certains acides et esters (Leyral et Vierlin, 2007)
et Lai, 2010). Le rendement de conversion de biomasse a partir du glucose est divisé par 5 par
rapport aux conditions aérobies et 18 fois moins d'ATP est produit (Hencké, 2000).

L’équation globale de la fermentation est la suivante :

C6H1206+ 2 Pi + 2 ADP => 2 C2H50H + 2 CO2+ 2 ATP + chaleur

2.7. Classification des levures

Les levures appartiennent au groupe des champignons supérieurs et se essentiellement
en trois classes (Somda, 2012) (Tableau 5) :

> Les Ascomycetes : se reproduisent par un processus sexué dans un asque résultant
de la transformation d’une cellule apres méiose.

> Les Basidiomycetes : réalisent une reproduction sexuée avec formation de
basidiospores sur une baside.

> Les Deutéromycetes : regroupent I'ensemble des levures ne présentant pas de
mode connu de reproduction sexuée, ne se multipliant que par reproduction

végetative.

La classification de référence est actuellement celle de (Kreger, 1984) qui présente des
changements sensibles par rapport a la précédente classification de (Lodder, 1971).
En particulier, de nouveaux critéres taxonomiques comme la composition en bases de I'ADN,
la structure de la paroi. La classification actuelle répertorie 60 genres et 500 especes
(Labrecque, 2003).
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Tableau 5. Classification simplifiée des levures (Alphonse et al., 2004).

Classes Ordres Familles Sous-familles Genres
Shizosacchromyces
Hanseniaspora
Shizosaccharomycetoideae | Lipomyces
Spermophthoraceae Nadsoniodeae Debaryomyces
Ascomycétes Endomycétales | Saccharomycetaceae | Lipomycetoideae Hansenula

Saccharomycetoideae

Kluyveromyces
Pichia
Saccharomyces

Coccidiascus

Basidiomycétes
(reproduction
sexuée avec
basidiosopores)

Ustilaginales
Tremellales

Filobasidaceae

Levures a téliospores
Sirobasidiaceae

Tremellaceae

Filobasiddium
Leucospiridium
Sirobasidium

Tremella

Deuteromycétes

Blastomycetales

Cryptococcaceae

Sporobolomycetaceae

Cryptococcoideae

RhodotoruloideaeTrichosp

oroideae

Brettanomyces
Candida
Cryptococcus

Torulopsis
Rhodotrula
Trichosporon

Sporobolomyces

20




Chapitre I Etude bibliographique

2.8. Levures et biotechnologie

Au cours des derniéres décennies, des recherches importantes ont été entreprises sur les
capacités des enzymes a étre appliquées industriellement : forte thermostabilité et
reproductibilité dans le temps par le biais de la biotechnologie, la biochimie et la
microbiologie qui assurent une maitrise hautement qualifiée, répondant aux besoins

industriels, industrie agro-alimentaire ou pharmaceutique (Dali et Hamame, 2016).

Actuellement, les levures, en tant qu’usine cellulaire, sont les sources les plus exploitées
dans une large gamme d’applications industrielles biotechnologiques (Karin et al., 2016 ;
Dammak et al., 2016 et Singh et al., 2015), en raison de leur thermorésistance avérée et leur

caractére non pathogenes (GRAS) (Benamoun L,2017).

2.8.1. Production des boissons alcoolisées

Le rble traditionnel des levures est la fabrication de boissons alcoolisées, dont la
fabrication repose sur la fermentation alcoolique, qui consiste a fermenter les sucres simples
en éthanol. Cette propriété, les fait intervenir dans la vinification et de I'élaboration de la biere
(Coulibaly et al., 2014). La levure Saccharomyces cerevisiae, est la plus utilisée (Leveau et
Bouix, 1993).

2.8.2. Panification

Une autre utilisation, connue depuis I’antiquité, est la fabrication du pain:
le dégagement de gaz carbonique, qui accompagne la fermentation, permet de faire lever la
pate en lui conférant une texture légere (Dali et Hamame, 2016). On utilise également S.

cerevisiae (levure de boulanger) (Simon et Meunier, 1970 ; Cofalec, 2006).

2.8.3. Affinage des fromages

Incapables d’utiliser les acides organiques comme source d’énergie et de carbone

(Larpent, 1991), les levures participent a I’affinage des fromages ; en consommant 1’acide

21



Chapitre I Etude bibliographique

lactique produit par les bactéries lactiques a partir des composants du lait et contribuent ainsi
a réduire I’acidité du caillé (Leveau et Bouix, 1993). En plus de la levure S.cerevisiae, de
nombreuses espéces ont été introduites comme les genres Kluyveromyces, Debaryomyces,

Pichia, Saccharomyces, Torulopsis, Candida et Rhodotorula (Larpent, 1991).

2.8.4. Production d’alcools industriels

Depuis quelques temps, une nouvelle utilisation des levures est apparue. Les levures,
essentiellement des souches du genre Saccharomyces, gréace a leur haute capacité fermentaire,
peuvent assurer la bioconversion de nombreux substrats saccharosés (jus de betteraves, sirop,

mélasse de sucrerie) en bioéthanol (Leveau et Bouix, 1993).

2.8.5. Production d’enzymes et de protéines recombinantes

La production de protéines recombinantes utilisées en thérapie est un marché en nette
progression, peut atteindre plus de 20 milliards de dollars a [I'horizon 2020
(Gaélle Fleitour, 2012). Les enzymes digestives et leur utilisation en bio-industries sont tres
développées. A I’horizon 2015, les lipases occupent 38,5 % du marché suivi par les amylases,
30,5 % marché européen des enzymes dans les applications alimentaires (Morvan, 2010). Les
levures constituent une des importantes sources d’enzymes commerciales en raison de leurs
capacités polyvalentes et de la frugalité de leurs exigences permettant, d’obtenir une biomasse

importante a bas prix (Tableau 6) (Pol, 1996).

Tableau 6. Quelques enzymes industrielles produites par les levures (Dali et Hamame,
2015 ; Bennamoun, 2017).

Enzyme Code Type de liaison hydrolysée Levures Industrie
Lipomycess
tarkey. Préparation des
_ aliments, textile,
Amylase EC3211 o 1-4 endogene Schwanniomyces | papeterie,pharmacie ,

castellii.

Aureobasidium
pullulans.

Saccharification de
I’amidon,panification
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Klyveromycessp. . .
Chymosine | EC 3.4.23.4 Protéase Pregﬁﬁgﬂ[‘sdes
S.cerevisiae.
Applications
- alimentaires et
Il hydrolyse les liaisons entre les )
. s . pharmaceutiques,
fractions d'acide uronique du aneterie. industrie
Estérase EC 3.1.1.73 | xylane et le polymére de lignine A. pullulans. Papeterie,
chimique
production de
carburants
R-galactosidase | EC 3.3.1.23 R-1-4 du lactose Saccharomyces Appllcatl_ons
sp. alimentaires
catalyse I'hydrolyse des liaisons
osidiques a-D-(1—6) du
pullulane,de I'amylopectine et du .
X L Brasserie,
glycogene, ainsi que celles des e
> - panification,
dextrines limites o et  de ces . dical
deux derniers. Les pullulanases domalnerr_]edlcg et
Pullulanase EC3.2.1.41 ' A. pullulans. pharmaceutique,indust
de type | attaquent oL
L - rie chimique
spécifiquement les liaisons a- .
) (détergentspour lave-
(1—6) tandis que les )
vaisselle)
pullulanases de type Il sont
également capables d'hydrolyser
les liaisons a-(1—4)
Extraction et
clarification des jus de
A. Pullulans. fruit, traitement des
Pectinase EC 3.2.1.15 Hydrolyse la pectine eaux usées,
fermentation du thé et
du café, extraction des
huiles
Candida
o pseudotropicalis
roctase EC II:C}:]t(clJrs(;bé;e lzlzlalgggél eﬁ(ll-jgodslé Klyveromycesfra Préparation des
3.2.1.108 g g y giliz aliments laitiers
Candida
Mannanase EC 32178 d'hydrolase d'hémicellulose qui A Pullulans. Papeterie,

peut détruire la liaison -1,4-

bioconversion

23



https://fr.wikipedia.org/wiki/Catalyse
https://fr.wikipedia.org/wiki/Hydrolyse
https://fr.wikipedia.org/wiki/Liaison_osidique
https://fr.wikipedia.org/wiki/Liaison_osidique
https://fr.wikipedia.org/wiki/Pullulane
https://fr.wikipedia.org/wiki/Amylopectine
https://fr.wikipedia.org/wiki/Glycog%C3%A8ne
https://fr.wikipedia.org/wiki/Dextrine

Chapitre I Etude bibliographique
glycosidique et dégrader le [3- desdéchets en sucres
mannane , le galactomannane et fermentescibles,réduct
le gluco-mannane en mannan- ion de la viscosité
huile glucosique et mannose. desextraits de café,
production de manno-
oligosaccharides
Candida
lipolytica
Préparation des
Candida rigosa aliments
Saccharomycops Thérapeutique
islipolytica
. Hydrolyse les liaisons snl et sn3 Aromes
Lipase EC3.113 des triacylglycérols ou TG Pseudozymaanta
rctica Dégraissage,
biorestauration
Trichosporonfer
mentum Thérapeutique,
détergents
Yarrowialipolyti
ca
A. pullulans. Brasserie,
EC3.4.21.X panification, domaine
EC3.4.22 X catalysent I'r]ydrolyse des Candida, médical et
. protéines. Debaryomyces. pharmaceutique,
Protease Saccharomyces
EC3.4.23.X omy . .
cerevisiae industrie
EC3.4.24.X chimique,affinage des
fromages.
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Chapitre 11 Matériel et méthodes

1. Echantillons de lait

Trois échantillons de laits crus de chamelle ont été collectés a partir de troupeaux de
chamelles de trois régions du sud Algérien : Biskra (El outaya), Ghardaia (Zelfana) et El
Oued (Stil) (Figure 8). Les différents échantillons, mis dans des bouteilles en verre stériles,

sont gardés au frais (4°C) puis transférés au laboratoire pour étre analyser immédiatement.

Figure 8. Géolocalisation des régions d’échantillonnage de lait.

2. Isolement des levures

Dix millilitres de chaque échantillon sont introduits dans 90 ml d’eau distillée stérile.
Les solutions sont ensuite agitées pendant 5 minutes a 1’aide d’un agitateur Vortex. Cette
suspension est considérée comme étant la solution mére. Une série de dilutions décimales
(10 jusqu’a 10™) est ensuite préparée a partir de la solution mére. Un échantillon de 1 ml de
chaque dilution est ensuite étalé sur milieu YGCA (Annexe 1) (Figure 9).
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Chamelle Lait de chamelle frais

Solution mére

10 ml de lait est introduit dans 90 mi d'ea ;1
Prélevement de I'échantillon de lait distillée stérile /;
e ——————— B S———
SM
4
—
10.7 10-6 10.3 104 10-3 10-2 10-1
I : 1ml
9 ml ez
3 3 i ~ distillée stéride
~— R N J — o J D ~—— 3
l 1 ml l ml l 1 ml l 1 ml l 1 ml l 1 ml l 1 ml
o ::::‘.Q-], .:9'.' -_'—‘_:-'.':Qi "4;'-' — ~\] = = = ] i == =3 -::Q- ‘-;'.'-:.-_—- = ‘/ o = ’f" -__—_—_:::-\*')‘ Milieu
S S TS T e (e S S voca

Figure 9. Isolement des levures a partir du lait camelin.

Les boites de Pétri sont incubées a 25°C pendant 5 jours. Les colonies bien isolées, sont

observées au microscope a I’objectif 100 en utilisant I’aide de I’huile a immersion, pour
vérifier la morphologie et I’homogénéité des cellules.

3. Purification et conservation des levures isolées

Aprées isolement, les isolats de levures sont purifiés par stries d’épuisement sur milieu
YPGA (Annexe 2). L’incubation est réalisée a 25°C pendant 72 h. Les aspects macroscopique
et microscopique sont ensuite examinés afin de vérifier la pureté de la souche. Les cultures

pures sont conservées sur le méme milieu en gélose inclinée puis stockée a 4°C.
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4. Mise en évidence des activités enzymatiques

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

I’apparition des zones de lyse directement ou bien apres 1’utilisation des colorants spécifiques.

4.1. Activité protéolytique

La mise en évidence de 1’activité protéolytique des souches isolées est testée sur un
milieu lait écrémé - Agar (Annexe 3). 10 pl d’inoculum de la suspension de chaque isolat de
levures est déposé sous forme de spots a la surface du milieu gélosé. Aprés 5 jours
d’incubation a 25°C, I’apparition d’une auréole claire autour des colonies indique la

production de la protéase (Bennamoun, 2017).
4.2. Enzymes lipolytiques

4.2.1. Activité lipase

La recherche de I’activité lipase est réalisée sur milieu Peptone Tween 20 agar (Annexe
4). Les boites de Pétri sont incubées a 25°C pendant 5 jours, apres avoir déposé un inoculum
de 10 pl de chaque souche isolée en spots a la surface de la gélose. La production de lipase
est révélée par I’apparition des cristaux insolubles autour du site d’inoculation (Sierra, 1957 ;

Kumar et al., 2012).

4.2.2. Activité estérase
La mise en évidence de 1’activité estérase des levures isolées est réalisée sur milieu

Peptone Tween 80 agar (Annexe 5). Apres 5 jours d’incubation a 25°C, I’apparition d’un halo

opaque autour des colonies traduit la production de I’estérase (Kumar et al., 2012).

5. Identification des levures isolées selon les méthodes conventionnelles
L’identification des levures selon les méthodes conventionnelles est basée sur 1’étude

des caractéeres morphologiques (macroscopiques et microscopiques), biochimiques et

physiologiques (Kurtzman et al., 2011).
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5.1. Etude des caractéres culturaux

Les caractéres culturaux des souches isolées sont étudiés en milieu liquide et sur milieu

solide.

5.1.1. Caractéres culturaux en milieu liquide

L’aspect des cultures en milieu liquide est etudié dans des tubes a essai contenant le
milieu YPG liquide (Annexe 6). Les cultures sont incubées a 25°C et observeées apres 3, 7, 14
et 28 jours. L’aspect de la culture de chaque isolat est soigneusement noté : la présence de
dépdt au fond du tube (sédimentation des cellules) ainsi que la présence d’un anneau, de voile

ou de pellicule en surface.

5.1.2. Caractéres culturaux sur milieu solide

Cette étude est faite sur milieu YPG gélosé. L’ensemencement se fait en stries. Apres
incubation pendant 1 - 7 jours a 25°C, des observations sur la forme, la couleur, I’aspect et la

pigmentation des colonies sont notées avec précision.

5.2. Etude des caracteres morphologiques

5.2.1. Morphologie cellulaire et mode de reproduction végétative

Cette étude a pour but I’examen microscopique de la forme, de la taille, de
I’arrangement et du mode de reproduction végétative des cellules. L’examen est réalisé¢ a
I’état frais (grossissement x 100) de frottis préparés a partir de colonies fraiches bien isolées

sur milieu YPGA.

5.2.2. Test de filamentation

L’aptitude a la filamentation est observée a partir d’une culture sur milieu PDA
(Annexe 7) en boite de Pétri. La levure & examiner est ensemencée en une strie longitudinale a
la surface du milieu gélosé. Une lamelle stérile est ensuite placée sur le centre de la strie.

L’observation microscopique (grossissement x 100) se fait sur une période allant de 3 a 7
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jours. La bordure de la culture, sa filamentation ainsi que la nature du mycélium

(pseudomycélium ou vrai mycélium) sont notées.

5.2.3. Test de sporulation

La sporulation est observée a partir d’une culture sur milieu PDA en boite de pétri. Les
levures sont ensemencées a la surface du milieu, puis incubés pendant 10 jours a 25 °C ou
elles sont observées au microscope a 1’état frais. Si les levures sont capables de faire
une reproduction sexuée, la forme des asques, le nombre et la forme des ascospores, leur

position, sont notés (Bouix et Leveau, 1991 ; Larpent, 1997).

5.3. Etudes des caractéres biochimiques

Les caractéristiques biochimiques étudiées sont 1’assimilation de sources de carbone et

d’azote et la fermentation de sucres.

5.3.1. Assimilation de substrats carbonés

L’étude de I’assimilation des sources carbonées est réalisée sur milieu minimum YNB
(Annexe 8), additionné de 0.5% de source de carbone. Ce milieu est ensuite stérilisé dans
I’autoclave puis réparti dans des tubes contenant 4.5 ml d’eau distillée stérile (a raison de

0.5 ml/tube). Les tubes sont ensemencés avec 0.1 ml d’une suspension de levures.

Les substrats carbonés testéssont: le D-glucose, le D-galactose, le saccharose,
le D-maltose, le lactose et le raffinose, I’arabinose, le mannitol, le rhamnose, le sorbitol,
le xylose, I’amidon soluble, le cellubiose, 1’inositol et le sorbose. La lecture des tubes
s’effectue aprés 7 jours, 14 jours et 21 jours d’incubation a 25°C. L’assimilation de la source
carbonée se traduit par une turbidité dans les tubes indiquant la croissance des souches

isolées.

5.3.2. Assimilation de substrats azotés

Une suspension de chaque isolat de levures a identifier est préparée dans 1’eau distillée
stérile. 1 ml de chaque suspension est mélangé avec un milieu synthétique sans azote (Annexe

9) dans les boites de Pétri. Des disques stériles en papier Whatman imbibés de solutions a 1%
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des substrats azotés a tester sont déposés en surface du milieu gélosé aprées solidification. Les
boites sont incubées a 25°C pendant 5 jours (Larpent, 1997). Les sources d’azote testées sont :
le nitrate (KNOj), la cystéine, le tryptophane, la leucine, 1’acide aspartique, 1’alanine,
la thréonine, 1’adénine et la guanine. La peptone et le sulfate d’ammonium sont utilisés

comme témoin positif

5.3.3. Fermentation de substrats carbonés

L’étude du métabolisme des glucides par la voie fermentaire, est réalisée en tube de
Durham (contenant chacun une cloche de Durham). Les sucres testés sont : le D-glucose, le
D-galactose, le saccharose, le D- maltose, le cellubiose, le D-lactose, le xylose, I’amidon et le
D-raffinose a une concentration finale en sucre de 2% et du raffinose a 4 %. La solution de
base utilisée pour la fermentation de sucres est le milieu YP (Annexe 10), réparti dans des
tubes de Durham. Les tubes sont ensemencés avec 0.1 ml d’une suspension de levures puis
incubés a 25°C et observés apres 3, 7, 14, 21 et 28 jours. La fermentation se traduit par

I’observation d’un dégagement gazeux dans la cloche de Durham.
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1. Isolement des levures

L’isolement des levures se fait a partir de 3 échantillons de lait cru de chamelle collectés
a travers des régions du Sud Algérien : EI Outaya (Biskra), Zelfanaa (Ghardaia) et Stil (El
Oued). Le milieu de culture YGC agar additionné de chloramphénicol a 0.1 g/ litre est utilisé
pour I’isolement des levures. Le chloramphénicol sert comme un inhibiteur de la croissance
bactérienne car les bactéries lactiques sont présentes en grande quantités dans le lait de
chamelle cru (Alaoui Ismaili et al., 2016). Un total de 23 souches de levures (A — W) sont
isolées et répertoriées. Leur répartition en fonction des sites d’échantillonnage est récapitulée

dans le Tableau 7

Tableau 7. Isolement des levures a partir de différents échantillons du lait de chamelle.

Origine Dilution Code de la Souche
SM A B,C
Lait de chamelle 1
_ 10° DEFPSU
(El Outaya, Biskra)
107 G
Lait de chamelle SM H
(Zelfana, Ghardaia) 10”7 R
SM LJ, K T, W
Lait de chamelle 10™ M, L
(Stil, El Oued) 10™ N,O,Q,V

L’analyse des résultats montre que les échantillons de lait de chamelle collectés a partir
des régions d’El Outaya, Biskra et de Stil, El Oued renferment plus de souches de levures
(43.5 % et 47.8 %, respectivement) par rapport a I’échantillon du lait de la région de Zelfana,
Ghardaia (8.7 %). Ce résultat indique que I’environnement géographique ainsi que
les conditions d’¢levage de 1’animal, qui déterminent la qualité et la variabilité du lait de

chamelle, peuvent probablement influencer sur la microflore de ce lait.
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2. Mise en évidence des activités enzymatiques chez les isolats de levures

Les tests de la mise en évidence des activités protéolytiques et lipolytiques (lipase et
estérase) chez les 23 isolats de levures a partir de lait cru de chamelle indiquent que
la majorité des souches isolées présente au moins une activité enzymatique (Tableau 8).

Tableau 8. Résultat des tests de la mise en évidence des activités protéolytiques

et lipolytiques chez les 23 isolats de levures.

Souches Estérase Lipase Protéase
A B,CEG,V - - -
D,F,H,NO, QR U - + -
LJL KL MT W - - +
P + - +
S - + +

2.1. Sélection des souches protéolytiques

Les résultats du test de la mise en évidence de I’activité protéolytique chez les 23
souches isolées montre qu’apres 5 jours d’incubation a 25°C sur le milieu Lait écrémé Agar,
un développement d’une zone de lyse (halo clair) est observé autour de 9 colonies des
souches I, J, K, L, M, P, S, T et W (Figure 10). Elles présentent donc une activite

protéolytique, tandis que les autres souches n’en possedent pas.
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Figure 10. Résultats du test de la mise en évidence de 1’activité protéolytique.
Développement de zones claires pour les souches I, J, K, M, P, S, T et W, aprés 5 j
d’incubation a 25 °C.

2.2. Sélection de souches productrices de lipase

Le Tween 20 constitue I’inducteur de I’activité lipasique. En sa présence les levures
lipolytiques secretent la lipase qui va diffuser et hydrolyser le Tween et libére des acides gras
qui se lient au calcium dans le milieu pour former des cristaux insolubles autour du point
d’inoculation. Les résultats de la mise en évidence de 1’activité lipasique révelent que les

souches D, F, H, N, O, Q, R, S et U sont productrices de lipase (Figure 11).
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Figure 11. Résultats du test de la mise en évidence de I’activité lipolytique. Dépots de
cristaux insolubles autour des colonies des souches D, F, H, N, O, Q, R, Set U, aprés 5 j
d’incubation a 25 °C.

2.3. Sélection de souches productrices d’estérase

La sélection des souches isolées sur le milieu Tween 80 Agar montre que seule
la souche P a développé un halo opaque autour de la colonie (Figure 12). Ceci signale sa
capacité a produire I’estérase. Les acides gras libérés se lient au calcium incorporé dans le
milieu. Le complexe de calcium est visible sous forme de cristaux insolubles autour de la

colonie (Aktas et al., 2002).
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Figure 12. Résultats du test de la
mise en évidence de ’activité de
I’estérase.

Selon la littérature, les levures sont généralement détectées, en grand nombre, dans les
produits laitiers (lait cru, lait fermenté, fromages, etc.) reflétant une bonne adaptation a un
substrat riche en protéines, en lipides, en sucres et en acides organiques. Cette large
distribution est la conséquence de la production des activités enzymatiques protéolytiques et
lipolytiques extracellulaires par les souches de levures ainsi que 1’assimilation et/ou la

fermentation du lactose (Corbaci et al., 2012).

En effet, ’activité protéolytique de différentes souches de levures est bien connue.
Selon les études bibliographiques, la levure Y. lipolytica est capable de produire une protéase

qui hydrolyse la caséine B (Das, 2004).

D’autre part, un grand nombre de levures sont des productrices actives de lipase (Das,
2004). Bataiche (2014) a isolé 116 souches de levures a partir des produits laitiers et qui sont
positives a la production de lipase extracellulaire. Ceci du probablement a la richesse des

produits laitiers en matiéere grasse.

Des espéces de levures telles que Candida, Kluyveromyces et Pichia ont été rapportées

comme étant de bons producteurs de lipase isolés du lait cru (Cocolin et al., 2002).
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3. Identification conventionnelle des isolats de levures
3.1. Caracteres culturaux

3.1.1. Sur milieu solide

L’¢étude des caractéres culturaux sur milieu solide est faite aprés 3 jours d’incubation
a 25°C sur milieu YPGA. L’observation des boites montre que les colonies possedent en
commun une forme ronde, une couleur créme, un profil élevé, une marge entiére et une
surface lisse et brillante. Cependant des différences d’aspect sont notées chez les souches Q et
S qui présentent des colonies beiges et blanches, respectivement. La taille des colonies est

comprise entre 0.5 et 2 mm (Tableau 9).

Tableau 9. Caractéres culturaux des isolats de levures aprés 3 jours d’incubation a 25°C sur

milieu YPGA.

Code de la
souche

Caractéres culturaux sur milieu solide Vue d’ensemble de la boite

e Colonie ronde, créme et butyreuse
e Surface lisse et brillante

e Marge entiére

o Elevé

e Lataille:1-2mm

e Colonie creme, ronde et crémeuse
e Surface lisse et brillante

e Marge entiére

e Elevé

e Lataille: 0.5-1 mm
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Colonie creme, ronde et crémeuse
Surface brillante et lisse

Marge entiére

Elevé

Lataille : 0,5- 1 mm

Colonie ronde, beige et crémeuse
Surface lisse et brillante

Marge entiére

Elevé

La taille : 1- 2 mm

Colonie ronde, blanche et crémeuse
Surface lisse et brillante

Marge entiére

Elevé

La taille : 2 mm

3.1.2. En milieu liquide

La croissance des isolats de levures en milieu YPG liquide se manifeste de facon

différente. Aprés 3 jours d’incubation a 25°C, on observe I’apparition d’un dépot chez
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I’ensemble des souches. La formation d’un anneau en surface est observée chez les souches
O, P et Q. On observe également la présence d’une pellicule qui nappe la paroi chez
I’ensemble des souches, excepté pour P (Figure 13). Elle correspond a des polysaccharides
produits par cette souche (Rezki-Bekki, 2014). La formation d’un voile est observée chez

I’ensemble des souches a 1’exception des deux souches P et S (Tableau 10).

Tableau 10. Caractéres culturaux des isolats de levures aprés 3 jours d’incubation a 25°C sur

milieu YPG liquide.

Code de la souche Dépdt Anneau Pellicule Voile
K + - + +
0] + + + +
P + + - -
Q + + + +
S + - + -

Figure 13. Aspect des cultures sur milieu YPG liquide aprés 3 jours d’incubation a
25°C.
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3.2. Caractéres morphologiques

3.2.1. Morphologie cellulaire et mode de reproduction végétative (asexuée)

Apres une croissance de 3 jours et a 25°C sur milieu YPGA, I’examen microscopique a

I’¢état frais (grossissement x 100) a montré que la morphologie des cellules est variable et est

résumée dans le tableau 11. Elle est ronde chez la souche P, ronde a ovale chez la souche O,

ovale allongée chez la souche K, ronde...chez la souche Q et ovoide chez la souche S.

Le mode de reproduction végétatif se fait par bourgeonnement pour la totalité des souches. Il

est unipolaire chez les souches P et latéral chez les souches K, O, Q et S.

Tableau 11. Morphologie cellulaire des isolats de levures aprés 3 jours d’incubation a 25°C
sur milieu YPGA.

Caractéres morphologiques

Photographie microscopique

Souche (Grossissement x 100)
Q C@ ‘:}A‘ (j
. N -
) D) 2
A '\, (:}‘ » O \’ci g -
e Cellules ovales allongées . I C‘_’f Q@ &
& O® & S%Y — ~3
D@D o Y@ 3
K e Bourgeonnement latéral £ > YA
| & & i « SR
s - S £
| R eaeee
@ 3 ¥ e
-0 Rk -
¢ 8) D /..? =
S . (2 &
7 o Y
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Cellules rondes a ovales

Bourgeonnement latéral

Cellules rondes
Bourgeonnement

unipolaire

e Cellules rondes

e Bourgeonnement latéral
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e Cellules ovoides "

e Bourgeonnement latéral

3.2.2. Test de filamentation

Aprées 7 jours d’incubation a 25°C sur milieu PDA, le résultat du test de filamentation
révele la présence d’un pseudo mycélium chez la souche O et S et un vrai mycélium septé
chez la souche Q (Figure 14). Par contre, les souches K et P sont incapables de développer

des filaments myceliens.
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¥

-

Figure 14. Test de filamentation des souches O, Q et S aprés 7 jours d’incubation a 25°C
sur milieu PDA

3.2.3. Test de sporulation
Apres 10 jours d’incubation a 25 °C sur milieu PDA, les cultures sont observées sous

microscope (Grossissement x 100). Les souches étudiées sont capables de faire une

reproduction sexuée avec formation des asques contenant 1 & 4 ascospores (Figure 15).
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N
° B

Figure 15. Test de sporulation des souches K, O,
P, Q, S Aprés 10 jours d’incubation & 25°C sur
milieu PDA (Grossissement x 100).
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3.3. Caractéres biochimiques
3.3.1. Assimilation des sources carbonées

Le test d’assimilation des substrats carbonés montre que les souches K, O et Q sont
capables d’assimiler tous les sucres testés a 1’exception de 1’inositol pour la souche K et
I’amidon pour les souches O et S. Les souches P et S sont capables d’assimiler la totalité des
sucres a I’exception du lactose, de I’amidon et de I’inositol. De plus, la souche S est incapable

d’assimiler le rhamnose (Tableau 12).

Tableau 12. Résultat du test d’assimilation des sources carbonées

Substrats carbonés
Code
de la ) ©
2 | S |8 | g 2 |8 |= |8 %
souche | 8 |8 |8 |2 |g |e |2 |2 |€ |8 | |E |2 |3 |8
S - < < o] = 5 c e = ) S = = o
-_— © [&] +J u: c < o) o — —_ wn o)
) > ] e 5] IS - = = Q e
T T o] 1 (o] © [ © e o > E [«}} c o
Qa @) N @) 1 o < e x %) X < O = N
K + + + + + + + + + + + + + - +
9 + + + + + + + + + + + - + + +
P + + + + - + + + + + + - + - +
Q + + + + + + + + + + + - + + +
S + + + + - + + + - + + - + - +

(+) : assimilation ; (-) : pas d’assimilation.
3.3.2. Assimilation des sources azotees
Le test d’assimilation des substrats azotés montre que les 5 souches étudiées sont

capables d’assimiler au moins deux substrats azotés comme étant le cas de la souche Q dont

elle est capable d’assimiler la peptone et la leucine. Les résultats pour les autres souches sont
présentes dans le tableau 13
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Tableau 13. Résultat du test d’assimilation des sources azotées des isolats de levures.
Substrats azotés
B} (3] [<3) I3)
> c c > [}
Codede | 2 | g o | 2 g | 8 = @ @ T | | & |82
] & o ‘@ = =3 I 'S c I S c c
lasouche | 2 |5 (€ |2 |3 |8 |5 |23 |8 |8 | |8 |5
o n O @ > > - < = < < o
< | F | < o
K + - + - - - + - - - - -
(@) + - - - - + - + - - - +
=) + + + - - - + + + + - - -
Q + - - - - - - + - - - - -
S + + + + + - + + + + + + +

(+) : assimilation ; (-) : pas d’assimilation.

3.3.3. Fermentation des sucres

Le résultat du test de fermentation des sucres montrent que les souches isolées a partir

de lait de chamelle sont incapables de fermenter les sucres testés, excepté pour Q qui est

capable de fermenter le D- glucose, D- galactose, le D- lactose, xylose et I’amidon

(Tableau 14).

Tableau 14. Résultat du test de fermentation des sources azotées des isolats de levures.

Fermentation de sucres
Code de la
[¢D) (¢D) <5} (D)
souche g8 |3 2 & |8 » 8
= S S = |35 S s | E
S < & I Qo S @ S =
> © ] = = e o 2 ©
(@) @ 8 . > - = e n
a) %) &) O @) X < &)
K - - - - - - - - -
o) - - - - - - - - -
P - - - - - - - - -
Q + + - - - + + + -
S - - - - - - - - -

47




Chapitre 111 Résultats et discussions

L’analyse des résultats de I’identification par la méthode conventionnelle, montre que
les souches K, O, P, Q et S semblent probablement appartenir aux genres Candida,

Debaryomyces, Kluyveromyces et Udeniomyces.

Les souches K, Q semblent appartenir au genre Debaryomyces. En effet les caracteres
présentés par ces souches (couleur créeme et lisses, cellules ovoides, reproduction végétative
par bourgeonnement latéral, présence d’un dépdt et la fermentation est absente et parfois
présente) se rapprochent énormément a ceux cités par Lodder et Kreger-van Rij (1952) pour

I’identification de ce genre.

La souche O a des colonies de forme sphérique a ovoide, de couleur créme et d’une
marge entiere, présence ou absence de filaments. Cette souche semble appartenir au genre

Klyveromyces selon Van der Walt (1971).

La souche S posséde des colonies blanches, lisses et brillantes et les cellules sont de
formes ovoides, et posséde un pseudomycellium, absence de fermentation. Ces
caractéristiques se rapprochent a ceux cités par Berkhout (1923) pour I’identification du genre
Candida.

Pour la souche P, elle est de couleur crémeuse, cellule allongées, se reproduisent
végétativement par bourgeonnement latéral, elle est capable d’assimiler le nitrate. D’apres

Nakase et Takematsu (1992) cette souche semble appartenir au genre Udeniomyces.

Les méthodes d’identification par les méthodes conventionnelles sont sures, mais la
détermination de ’espéce exige des tests d’assimilation d’autres substrats carbonés et azotés,
des tests de fermentation d’autres sucres, des tests physiologiques ainsi que des méthodes

d’identification moléculaire.
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Conclusion et prespectives

L’isolement des especes de levure a partir des échantillons du lait de chamelle issu des
régions du sud Algérien : El-outaya (Biskra), Stil (EI Oued) et Zelfana (Ghardaia) s’est révélé

intéressant, et a permis 1’obtention de 23 souches levuriennes.

La mise en évidence des activités protéolytiques et lipolytiques (lipase et estérase) chez
les 23 isolats de levures montre que, 9 souches (D, F, H, N, S, U, O, Q, R) sont productrices
de lipase, 9 souches (I, J, K, L, P, M, T, S, W) sont productrices de protéase et une seule

souche (P) est productrice d’estérase.

Les souches P et S qui présentent plus d’une activité enzymatique (Estérase et protéase
ou lipase et protéase) sont sélectionnées pour 1’identification par la méthode conventionnelle.
De plus, La souche K productrice une seul activité enzymatique protéase parmi les 9 souches.

Les deux souches O et Q (deux aspects différents) parmi le groupe présentant une seul activité
lipolytique.

L’étude des caracteres culturaux sur milieu solide YPGA montre que les colonies
possédent en commun une forme ronde, une couleur créeme, un profil élevé, une marge entiere

et une surface lisse et brillante.

La croissance des isolats de levures en milieu YPG liquide se manifeste de facon

différente. Cependant, on observe I’apparition d’un dépot chez I’ensemble des souches.

Apreés une croissance sur milieu YPGA, 1’examen microscopique a 1’état frais a montré
que la morphologie des cellules est variable et le mode de reproduction végétatif se fait par

bourgeonnement pour la totalité des souches.

Le résultat du test de filamentation sur milieu PDA chez la souche Q et
pseudo mycélium chez les souches O et S. Par contre, les souches K et P sont incapables de

développer des filaments mycéliens.

Pour la sporulation sur le milieu PDA, les résultats montre que toutes les levures

sporulent.

D’aprés I’analyse des résultats obtenus les souches K, O, P, Q et S semblent
probablement appartenir aux genres Debaryomyces, Kluyveromyces, Udenomyces,

Debaryomyces et Candida, respectivement.
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A la lumiere de ce travail plusieurs points peuvent se constituer en perspectives :

» ldentification par biologie moléculaire et une identification physiologique

pour compléter I’identification biochimique en utilisant les différentes

méthodes disponibles.

» L’étude de la cinétique de nos souches pour qu’elles puissent étre utilisé

en industrie alimentaire.
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Résumé :

L’objectif principal de cette étude est 1’isolement des levures a partir des échantillons du
lait de chamelle pour des applications biotechnologiques. L’isolement sur milieu YGC Agar
permet de répertorier 23 souches de levures. La mise en évidence de leurs activités
protéolytique et lipolytique (lipase et estérase) sur milieux Lait écrémé Agar, Tween 20 Agar
et Tween 80 Agar, respectivement, révele qu’un total de 17 souches sont productrices
d’activités enzymatiques. Les souches P et S sont capables de produire deux activités
enzymatiques (estérase/protéase et lipase/protéase, respectivement). De plus, la souche K, qui
présente une seule activité enzymatique, semble avoir une bonne activité protéolytique. Les
souches O et Q, qui présentent des aspects différents, semblent avoir une bonne activité
lipolytique. L’étude des caracteres culturaux des 5 souches sélectionnées (K, O, P, Q et S)
révele ’apparition d’un dépot chez la totalité des souches étudiées. Le test d’assimilation des
substrats carbonés montre que les souches étudiées assimilent la majorité des sources testées.
L’assimilation des substrats azotés indique que les 5 isolats de levures assimilent au moins
deux sources azotées. La souche Q présente un pouvoir de fermentation. La reproduction
sexuée est présente chez les 5 souches étudiées. De plus Les souches O et S sont capables de
développer un pseudomycélium, tandis que la souche Q développe un vrai mycélium.
L’analyse des résultats d’indentification montre que les levures K, O, P, Q et S semblent
probablement appartenir aux genres Debaryomyces, Kluyveromyces, Udenomyces,

Debaryomyces et Candida, respectivement.

Par leurs activités enzymatiques, nous pouvons conclure que les souches de levures
isolées a partir du lait de chamelle peuvent présenter un intérét technologique car elles

peuvent étre utilisées dans la transformation du lait camelin.

Mots clés: levures, isolement, lait de chamelle, enzymes d’intérét technologique,

identification.
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Abstract:

The main objective of this study is the isolation of yeasts from camel milk samples for
biotechnological applications. The screening for the isolation on YGC Agar medium allows to
list 23 yeast strains. Demonstration of their proteolytic and lipolytic (lipase and esterase)
activities on Skimmed Milk Agar, Tween 20 Agar and Tween 80 Agar media, respectively,
reveals that a total of 17 strains produce enzymatic activities. Strains P and S are capable of
producing two enzymatic activities (esterase / protease and lipase / protease, respectively). In
addition, the strain K, which has a single enzymatic activity, appears to have a good
proteolytic activity. Strains O and Q, which have different aspects, appear to have a good
lipolytic activity. The study of the cultural characteristics of the 5 selected strains (K, O, P, Q
and S) reveals the appearance of a deposit for the totality of the studied isolates. The
assimilation carbon substrates show that the studied strains assimilate the majority of the
sources tested. The assimilation of nitrogenous substrates indicates that the 5 yeast isolates
assimilate at least two nitrogen sources. The strain Q has a fermentation capacity. Sexual
reproduction is present in the 5 strains studied. In addition, strains O and S are capable of
developing a pseudomycelium, whereas strain Q develops a true mycelium. The analysis of
the identification results shows that the yeasts K, O, P, Q and S probably appear to belong to
the genera Debaryomyces, Kluyveromyces, Udenomyces, Debaryomyces and Candida,

respectively.

By their enzymatic activities, we could conclude that the 5 yeasts strains isolated from
camel milk may present a potential biotechnological application because they can be used in

camel milk processing.

Key words: yeasts, isolation, camel milk, enzymes of technological interest, identification.
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AnNnexes

Annexe 1: Yeast Glucose chloramphenicol Agar (YGCA)

- Extrait de levure : 5g

- Glucose:20g

- Chloramphénicol : 0,10 g
- Agar:20g

- Eau distillée : 100 ml

Annexe 2: Yeast Peptone Glucose Agar (YPGA)

- Glucose:20g

- Peptone:20g

- Extrait de levure : 5 ¢
- Agar:20g¢

- Eau distillée : 1000 ml

Annexe 3 : milieu lait écrémé — Agar

- Lait écrémé : 100g
- Agar:20g
- Eaudistillée : 1 litre

Annexe 4 : Tween 20 —agar

- Peptone:10g

- NaCl:0,1¢

- CaCl2,2H20:20¢
- Tween 20 : 10ml

- Agar:20g

- Eudistillée : 1 litre

Annexe 5: Tween 80-agar

- Peptone: 10 g

- NaCl:0,1¢g

- CaCl2,2H20:20¢g
- Agar:20g

- Tween 80: 10 ml

- Eaudistillée : 1 litre

Annexe 6: Yeast Peptone Glucose (YPG):

Extrait de levure : 10 ¢
Peptone : 10 g
Glucose : 20 g

Eau distillée : 1000 ml
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Annexe 7 (Potato Dextrose Agar) PDA

- Amidon de pomme de terre : 50 ¢
- Glucose:20g

- Eau distillée : 1000 ml

Annexe 8 :(YeastNarbon Base) YNB

- YNB:6.79
- Glucose:5¢g

- Eau distillée : 1000 ml

Annexe 9 :milieu synthétique sans azote

- Glucose:20g

- KH2PO4:1g¢

- MgSO4:0,5¢9

- Agar:20g

- Eau distillée : 1000ml

Annexe 10: Yeast Extract Peptone (YP)

- Extrait de levure : 4.5¢g
- Peptone:7.5¢
- Eau distillée : 1000 ml
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Résumé

L’objectif principal de cette étude est 1’isolement des levures a partir des échantillons du lait
de chamelle pour des applications biotechnologiques. L’isolement sur milieu YGC Agar permet de
répertorier 23 souches de levures. La mise en évidence de leurs activités protéolytique et
lipolytique (lipase et estérase) sur milieux Lait écrémé Agar, Tween 20 Agar et Tween 80 Agar,
respectivement, révele qu’un total de 17 souches sont productrices d’activités enzymatiques. Les
souches P et S sont capables de produire deux activités enzymatiques (estérase/protéase et
lipase/protéase, respectivement). De plus, la souche K, qui présente une seule activité enzymatique,
semble avoir une bonne activité protéolytique. Les souches O et Q, qui présentent des aspects
différents, semblent avoir une bonne activité lipolytique. L’étude des caractéres culturaux des 5
souches sélectionnées (K, O, P, Q et S) révéle ’apparition d’un dépdt chez la totalité des souches
¢tudiées. Le test d’assimilation des substrats carbonés montre que les souches étudiées assimilent la
majorité des sources testées. L’assimilation des substrats azotés indique que les 5 isolats de levures
assimilent au moins deux sources azotées. La souche Q présente un pouvoir de fermentation. La
reproduction sexuée est présente chez les 5 souches étudiées. De plus Les souches O et S sont
capables de développer un pseudomycélium, tandis que la souche Q développe un vrai mycélium.
L’analyse des résultats d’indentification montre que les levures K, O, P, Q et S semblent
probablement appartenir aux genres Debaryomyces, Kluyveromyces, Udenomyces, Debaryomyces
et Candida, respectivement. Par leurs activités enzymatiques, nous pouvons conclure que les
souches de levures isolées a partir du lait de chamelle peuvent présenter un intérét technologique
car elles peuvent étre utilisées dans la transformation du lait camelin.
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