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Introduction général

Les levures, en tant qu’usine cellulaire, sont les sources les plus exploitées dans
une large gamme d’applications industrielles biotechnologiques (Singh et al., 2015), en
raison de leur thermorésistance avérée et leur caractere non pathogénes (GRAS)
(Sindhu et al., 2009).

Depuis trés longtemps, les enzymes ont toujours fait partie de notre vie
quotidienne (Museum., 2004). Elles sont présentes dans toutes les cellules et sont
indispensables pour la survie de toutes les especes vivantes. En effet, les enzymes sont
capables de dégrader et de transformer différents composés se trouvant dans
I’environnement du vivant. Un avantage pouvant étre utilisé par certaines industries
dans différents domaines. L'emploi des enzymes connait un succes remarquable et
ouvre des perspectives nouvelles. En effet, certaines industries n‘ont vu le jour que grace

a la mise sur le marché d'enzymes purifiés.

Les enzymes de levures sont de plus en plus utilisées en industries pour faciliter
les procédés et diminuer le colt énergétique du produit fini en particulier dans les
industries agroalimentaire. La recherche des nouvelles enzymes de levures possédant un

potentiel d’application industrielle (Johnson et Echavarri-Erasum, 2011).

Au cours des dernieres décennies, des recherches importantes ont été entreprises
sur les capacités des enzymes a étre appliquées industriellement : forte thermostabilité
et reproductibilite 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 (Rigoldi et al., 2018). Ceci
offre de nombreuses possibilités de valorisation des coproduits qui constituent une
matiere premiére permettant de réduire les colts de production, dont le lactosérum, le

principal coproduit des industries laitieres (Moletta, 2002).

Le marché mondial des enzymes industrielles croit de 6,5% par an selon Reiss,
2007, en 2010 il devrait les 3,3 milliards USD. Pour certains pays, comme le Danemark
ou la Finlande, la production d'enzymes représente plus de 30 % de leur industrie
nationale en biochimie. En 2015, les lipases ont occupé 38,5 % du marché mondial,
suivies par les amylases a 30,5 % (Morvan, 2010). Parmi les hydrolases figurent les o-
glucosidases et les a-amylases extracellulaires en particulier. Elles sont commercialisées
grace a la diversité de leur application (amidonnerie, glucoserie, brasserie) (Khady,
2013, Carvalho et al ., 2008 , Arikan, 2007 et Pandey et al., 2000 ). La production de

1
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ces enzymes par une grande variété de microorganismes existe depuis longtemps
(Gupta et al, 2003), tel que le genre bactérien Bacillus (Sivaramakrishnana et al,
2006) et les microorganismes fongiques appartenant surtout aux genres Aspergillus et
Penicillium, du fait que la premiére production de 1I' a-amylase a été réussie par
Takamine en 1894. (Djekrif-Dakhmouche S. 2016).

La production des enzymes a 1’échelle industrielle est réalisée, généralement, a
partir des bactéries et moisissures et peu de levures et actinomycétes sont utilisés pour
cette production.

Pour cela, la recherche de nouveaux micro-organismes (levures) qui peuvent étre
utilisés pour la production d’enzymes est un processus continu.

Et pour améliorer I’économie (diminution du colt de I'importation des enzymes), il
serait intéressant de produire des enzymes a utilisation industrielle a partir des
microorganismes (levures) locaux.

Les levures sont trés peu étudiées pour la production des enzymes ce qui donne a

notre travail un caractére novateur.

L’objectif principal de cette étude consiste a isoler, dans un premier temps, des
levures microbiennes locales a partir de trois échantillons : déchets de pomme de terre,
yaourt et miel et dans un deuxiéme temps, mettre en évidence la production de six
enzymes (protéase, a-amylase, cellulase, pectinase, maltase, laccase) par les souches

isolées.

Dans ce manuscrit, la premiére partie présente une étude bibliographique divisée
en deux chapitres distincts. Le premier rapporte des données générales sur les levures,
leur utilisation industrielle et I’isolement de ces microorganismes. Le deuxieme portera
sur les différentes enzymes étudiées et se focalisera plus précisément sur le mode

d’action, 1’origine et I’application industrielle de chaque enzyme.

La deuxieme partie est consacrée aux matériels et aux protocoles expérimentaux

mis en place pour la réalisation de ce travail de mémoire.

La troisiéme partie représente et discute 1’ensemble des résultats obtenus a la suite

de cette étude.

Nous terminons par une conclusion générale et en envisageant les perspectives possibles

a la poursuite de ce travail.
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Les levures
1. Généralités

Le mot levure provient du mot latin «levare » qui se traduit par « lever » (Oteng
Gyang, 1984). Les levures sont des eucaryotes hétérotrophes faisant partie du groupe
des champignons dont on les distingue par leur caractere unicellulaire et généralement
I’absence de vrai mycélium. Elles sont microscopiques et immobiles (Guiraud et

Galzy, 1998).

Les levures sont des micro-organismes eucaryotes unicellulaires qui appartiennent
au domaine des champignons. Certains de ces ascomycetes peuvent former un

mycélium ou un pseudomycélium (Kurtzman et al., 2011 et Barnett et al., 2000).

Les levures se distinguent des procaryotes tels que les bactéries par la possession

d'un noyau cellulaire et sont également beaucoup plus grand (Site 1)
2. Historique

Elles sont également les premiers micro-organismes a étre observés au
microscope par A. Van Leeuwenhoek en 1680 qui les a dessinées. Ce n’est qu’avec les
travaux de Pasteur (1866-1876) que le réle des levures dans la fermentation alcoolique a
¢été mis en évidence. A la méme époque, la levure fut a I’origine du développement de la
biochimie avec notamment les travaux de Biichner. A I’heure actuelle, les levures
constituent un matériel expérimental de choix en raison de leur double état de micro-

organismes et d’eucaryotes (Pol, 1996).
3. Habitats

Les levures sont des especes ubiquitaires, largement distribuées dans la nature.
Elles se rencontrent sur les végétaux riches en sucre directement assimilables (Bouix et
Leveau, 1991).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) (Adewara et al., 2013, Greppi et al., 2013, Jimoh et al.,
2012, Oteng-Gyang, 1984 et Leclerc, 1975).
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D’autres écosystémes ou se développent des levures : a la surface ou a I’intérieur
d’autres étres vivants, dans les eaux, dans I’atmosphére et dans le sol (Thanh, 2006,

Leveau et Bouix, 1993)
4. Morphologie

Les levures sont des cellules eucaryotes. Elles présentent une structure plus
complexe que celle des bactéries notamment par la présence d’un noyau, de
mitochondrie, d’un appareil de golgi (Figure 01) et de plus d’un chromosome
(saccharomyces cerevisiae a 16 chromosomes) (Labrecque, 2003). Les cellules
végétatives sont généralement ovoides ou sphériques, mais il existe d’autre formes
spécifiques : triangulaires, ogivales, en forme de citron ou méme en forme de bouteille.
Leur taille cellulaire varie de quelques microns jusqu’a 25 a 30 microns. Certaines
peuvent former des associations cellulaires ou se présenter sous forme filamenteuse a un
certain stade de leur vie (Bouix et Leveau, 1991). Les colonies sont, en général,

blanches (trés rarement roses ou rouges) et réguliéres (Guiraud, 1998).

Figure 01 : Présentation d’une cellule de levure (Manyri, 2005).
5 .Besoin nutritionnelles

Les levures, comme tous les champignons, sont hétérotrophes et exigent donc du

carbone organique. Certaines se contentent de glucose, dautres demandent en outre
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vitamines, amino-acides. Leurs besoins azotés sont généralement couverts par des sels
d'ammonium, mais d'autres substances peuvent étre utilisées : acides aminés, urée..., ou

méme les nitrates chez le genre Hansenula.
5.1 Source carbonée

Les levures étant des chimio hétérotrophes ont besoin de sources carbonées
(Walker, 2009). Les sources carbonés sont d’une grande importance pour la
biosynthése des constituants cellulaires variés (les glucides, les lipides, les protéines et
les acides nucléiques), leur oxydation fournit 1’énergic a la cellule (Larpent, 1991).
Certaines levures peuvent utiliser une large gamme de substrats carbonés (Tableau 01),
mais d’autres assimilent seulement un petit nombre de composés (Bourgeois et
Leveau, 1991). Les sources les plus efficaces sont des oses (glucose, fructose et
mannose) qui sont utilisables par plus de 400 especes identifiées (Pol, 1996 et Walker
2009).

Tableau 01: Source de carbones pouvant étre utilisés par les levures (Walker et
White , 2005).

Source de carbone Exemples
Hexoses D-glucose, D-galactose, D-fructose, D-
mannos.
Disaccharides maltose, saccharose, lactose, tréhalose,
mélibiose, cellobiose,mélézitose.
Tri saccharides raffinose, maltotriose.
Polysaccharides inuline, cellulose, hemicellulose, chitine.
Oligosaccharides maltotetraose, maltodextrines.
Pentoses L-arabinose, D-xylose, D-xylulose, L-
rhamnose.
Alcools méthanol, éthanol, glycérol.
Acides organiques acétate, citrate, lactate, malate, pyruvate,
succinate.
Hydrocarbones Alcanes.
Acide gras Oléate,palmitate .
Composés aromatique Phénol,crésol, quinol,
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resorcinol,catechol,benzoate .

Déchets agroalimentaires et industriels Déchets de tomate, d’orange, rebut de

datte,lactosérum...

5.2 Source azotée

La plupart des levures sont capables d’assimiler différentes sources d’azote
organiques (peptone, extrait de levure, glutamine, base purines et pyrimidines...),
I'extrait de levure constitue le principal stimulateur de la croissance microbienne en

particulier pour les levures (Deak, 2006 et Walker et al., 1998) .

La synthese des composés azotés structuraux et fonctionnels de la cellule, dépend
de I’assimilation des formes oxydées ou réduites car les levures ne peuvent pas fixer
I’azote libre. Par ailleurs, 1’assimilation des ions d’ammoniums est largement répandue
chez ces derniéres. Cependant, d’autres espéces levuriennes se caractérisent par une
capacité a utiliser les nitrates et d’autres composés comme source d’azote (les acides
amings, 1’urée, la biotine et les bases puriques et pyrimidiques (Bouix et Leveau, 1991).
Tandis que le modt de raisin est relativement riche en constituants azotés (0,1 & 1g/L
d’azote soluble), méme s’ils ne représentent qu’environ le quart de I’azote total de la
baie ; ils comprennent le cation d’ammonium (3 a 10% de 1’azote total), des acides

amineés (25 a 30%), des polypeptides (25 a 40%), et des protéines (5 a 10%).
5.3 Oligoéléments et facteurs de croissance

Les levures ont besoin d’éléments nutritifs pour assurer un développement
adéquat. Il s’agit de sels minéraux et d’oligoéléments nécessaires a de trés faibles
concentrations (Larpent-Gourgaud et Sanglier, 1992). lls agissent en complément des
protéines comme activateurs ou stabilisateurs d’enzymes et peuvent stimuler la
croissance. Parmi les métaux alcalins indispensables : Mg?*, Co?*, Znz* et Mn2*
(Pommier, 2003) (Tableau 02). Les vitamines (la biotine, la thiamine et I’acide
pantothénique) aussi agissent a faible concentration, sur la multiplication et I’activité

cellulaire (comme facteurs de croissance) (Tableau 02).
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Tableau 02 : Importance de certains oligoéléments et vitamines pour la croissance des
levures (Lourens et Reid, 2002 et Walker, 2000)

Oligoélément et facteurs de Réle
croissance
Magnésium Stabilité et perméabilité des membranes.
Protection de la cellule contre les facteurs
négatifs, tels que le choc thermique et la
toxicité de 1’éthanol.
Manganése Appui la synthese de la thiamine et des
protéines, ce qui contribue a
I’augmentation de la biomasse
Biotine Essentielle dans la réaction de
carboxylation et de décarboxylation.
Production des alcools et des esters
Thiamine Synthése de I’isoleucine et de la valine.

Acide pantothénique

Synthése de 1’acétyl- CoA.
Production des acides gras et des acides

aminés

Riboflavine( B2 )

Déshydrogénation et transport d’électron.

Acide pantothénique

Synthése de 1’acétyl- CoA.
Production des acides gras et des acides

aminés

6. Reproduction des levures

On appelle levures sporogenes celles qui se reproduisent soit de fagon sexuée, soit

de fagon asexuée, suivant les conditions de milieu, et levures asporogénes, celles se

reproduisent uniquement de fagon asexuée (Pierre, 2004).

6.1 Reproduction asexuée

Suivant I’espéce de la levure, cette multiplication végétative se réalise par

bourgeonnement ou par scission.
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6.1.1 Reproduction asexuée par bourgeonnement

Le noyau de la cellule se déplace vers la paroi, s’étire et se divise en donnant
naissance a un petit bourgeon a la surface de la cellule. Celui-ci croit rapidement pour

donner naissance a une cellule fille qui peut ou non se détacher de la cellule mere et

bourgeonner a son tour (Figure 02).

®
Bourgeon >
Levure Noyau
‘6@ ©)
® - ©) . - ®) - ®
Membrane

Figure 02 : Schéma de la reproduction asexuée par bourgeonnement d'une levure
(Thuriaux, 2004).

6.1.2 Reproduction asexuee, par scission-Scissiparité

Le noyau s’étire et se devise en deux. Pendant ce temps, une séparation s’amorce

au niveau de la paroi, ce qui conduit a la formation de deux cellules (Figure 03).

lewre | Menbrane

{ Noyau _

Figure 03 : Schéma de la reproduction asexuée par scission d'une levure (Thuriaux,
2004).
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6 .2 Reproduction sexuée

Lorsque les conditions de milieu deviennent défavorables (température extrémes,
absence d’¢léments nutritifs ...), la levure cesse de se multiplier. Elle produit alors des
ascospores. Le noyau subit deux divisions successives, chacun des noyaux fils s’entoure
de cytoplasme et la levure mere devient un asque. Elle renferme 2 a 4 ascospores qui
sont a I’état de vie ralentie et qui ne reprendront leur vie active que lorsque les
conditions du milieu seront favorables. Les ascospores représentent le mode de survie

durant la mauvaise saison (Figure 04).

Noyau fils Acogpore
| Levures
® 010 @®@
© 0O ®
) Asque
{ Noyau mére
Cytoplasme

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

7. Classification

La classification des levures est naturellement une partie intégrante de celle des
champignons. Elle est basée au moins au départ sur des caractéres morphologiques mais
fait intervenir de nombreux caractéres biochimiques (Guiraud, 2003). La classification
de référence est actuellement celle de (Kreger-Van ,1984) qui présente des
changements sensibles par rapport a la précédente de (Lodder ,1971). En particulier, de
nouveaux critéres taxonomiques comme la composition en bases de I’ADN, la structure
de la paroi, le type de coenzyme Q sont pris en compte pour permettre des études plus
rigoureuses. La classification actuelle répertoire 60 genres et 500 espéces (Bouix et
Leveau, 1991).

10
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7 .1 Les ascomycetes:

IIs se reproduisent par un processus sexué dans un asque résultant de la

transformation d’une cellule aprés méiose.
7.2 Les basidiomyceétes:
Ils réalisent une reproduction sexuée avec formation de basidiospores sur une baside.

1.3 Les deutéromycetes:
llsregroupent I’ensemble des levures ne présentent pas de mode connu de

reproduction sexuée, ne se multipliant que par reproduction végétative.
8 Conditions physico-chimiques de croissance
8.1 Oxygene

Toutes les levures sont capables de se développer en présence d’oxygene, il ny a
pas de levures anaérobies stricte. Certaines levures sont aérobies strictes comme les
Rhodotorula. Les autres sont aéro-anaérobies facultatives préférant un métabolisme soit
fermentaire (comme les Saccharomyces) soit respiratoire (Candida, Kluyveromyces ...)
(Bouix et Leveau, 1991).

8.2. Température

La température courante de culture des levures ne situe entre 25 et 30°C, pour
assurer la croissance adéquate de la plupart des levures. En effet, on trouve des levures
psychrophiles, mésophiles et thermophiles (50°C pour Candida slooffii, Saccharomyces
telluris) (Bourgeois et Larpent, 1996).

8.3 pH

Les levures ont tendance a coloniser des environnements acides (leurs enveloppes
cellulaires sont imperméables aux ions H3O* et OH™ et par leurs métaboliques acidifiant
encore plus le milieu. Elles donc tolérent des gammes de pH de 2,4 & 8,6 (Bourgeois et
Larpent, 1996)

11



Revue bibliographique

8.4. Pression osmotique et I’activité d’eau

La plupart des souches ne peuvent se développer a des activités de I’eau inférieure
a 0,90. Genéralement, les levures résistent mieux que les bactéries a la pression
osmotique, en accumulant des polyols comme osmoprotecteurs (betaine, glycérol). Par
conséquent, certaines espéces sont osmophiles mais avec un métabolisme lent. Ces

levures sont dites xérotolérants (Bourgeois et Larpent, 1996).
9 .Biotechnologie des levures

Les levures sont utilisées par I’homme depuis des millénaires avec une large
application, a la fois fondamentale et industrielle, dans les disciplines scientifiques,
alimentaires, médicales et agricoles., Les levures sont traditionnellement impliquées
dans de nombreuses fermentations alimentaires et la fabrication de produits tels que les
biéres, les cidres, les vins, le saké, les produits de boulangerie, le fromage, les saucisses
et autres aliments fermentés (figure05). Des procédés industriels impliquent, depuis
longtemps, des levures dans la production d'éthanol-carburant, de protéines
unicellulaires (SCP) pour I’alimentation animale ou d’enzymes industrielles, la

production de vaccins et de caroténoides (Djekrif,2016 ; Buzzini, 2000 ; Jacob, 1997).

BM: Protéines

z < Outils de recherche et
thérapeutiques

de pédagogie

Industrie Boissons
fromagere alcoolisées
’ Vitamine
Biomasse

Levure de )
industie boulangéere
. Pharmaccutique - t

l Enzyme i

|

Alpha amylase
Glucoamylase
~____ protéase

Figure 05: les différents domaines d’utilisation des levures (Bourat, 1992).
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10. Isolement des levures

Les levures occupent une place essenticlle dans I’industrie alimentaire. Elles
participent a la fabrication de nombreux produits alimentaires (brasserie, cidrerie,
vinification, fromagerie) mais aussi a la valorisation des déchets agricoles et industriels
et a la production des protéines. Aussi, les levures sont les microorganismes idéaux pour
la revalorisation de déchets agricoles et industriels et pour la fabrication de protéines
d’appoint. La présence de levure est donc fréquente dans beaucoup d’aliments et de

nombreux industriels sont amenés a les manipuler.

Mais si les levures sont des agents d’altérations des produits alimentaires, elles
demeurent par ailleurs des organismes intéressants, exploités pour leurs potentialités

propres ou comme support de nouvelles propriétés.

Et mis a part le fait qu’on peut se procurer rapidement des souches entretenues
dans les collections internationales (elles servent notamment de références), il est
indispensable d’opérer un travail systématique de prélevement a partir du milieu naturel
et des matic¢res organiques en décomposition. C’est ainsi qu’on a pensé a isoler des

levures, a partir des denrées et des déchets alimentaires.

Différents travaux de recherches se sont intéressés a 1’isolement des levures a
partir de différents échantillons. 12 souches de levures ont éte isolées a partir du blé dur
provenant d’une zone aride (Sahara Algérien). Apres identification, ces levures
appartiennent aux Clavispora lusitaniae, Pichia guilliermondii, Pichia caribbica,
Rhodotorula mucilaginosa, Meyerozyma guilliermondii. Et il s’est avéré que ces

souches levurienne sont productrices de 1I’a- amylase et de Pullulanase (Djekrif,2016 ),

A partir du sol palmeraies (dattier, olivier et vigne) et sol du steppe,( Bennamoun
,2017) a isolé 20 souches de levures de différent genre : Clavispora lusitaniae,
Cryptococcus magnus, Meyerozyma guilliermondii, Aureobasidium pullulans et
Yarrowia lipolytica. Cette étude a montré que ces levures sont productrices de

pectinase, amylase, protéase, lipase et estérase.

A partir du sol saharien algérien (palmeraies de biskra), 05 souches de levures
sont isolées et purifiées sur le milieu PDA. Et la souche sélectionnée pour la production

de I’a- amylase a correspont a Lipomyces sp (Merabti, 2006).

13
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Labbani (2015) a isolé 15 souches de levures a partir de deux biotopes dans la
région de Constantine (Nord Est Algérien) : sol agricole situé dans la localité de
Hamma Bouziane (Nord- Est Constantine, 15 Km) et le sol forestier localisé dans le
campus Chaab-Erssas de [1’Université Fréres Mentouri Constantine. Aprés
identification, ces levures appartiennent aux Pichia kluyveri, Hanseniaspora opuntiae,

Meyerozyma guilliermondii, Saccharomyces cerevisiae et Cryptococcus aerius.

14
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Les enzymes

l.a-amylase (EC 3.2.1.1)

1.1 Définition

L’a-amylase (EC 3.2.1.1) est une protéine globulaire appartenant a la famille des

glycosides hydrolases nommée GH13. Elles regroupent prés de 28 000 séquences de

.....

ubiquitaire, synthétisée dans tous les genres de la vie (Merabti, 2006).

1.2 Nomenclature

v
v

Nom codifié : EC 3.2.1.1

Nom commun : o -amylase

D'autres nom (s): glycogénase, a-amylase; endoamylase; Taka-amylase
A, maxilase.

Nom systématique: 1,4 — alpha -D-glucane,4 glucano hydrolase
Synonymes: glycogenase, endoamylase, maxilase, taka-amylase A.

(Schomburg and Salzmann ,1991).

1.3 Structure

L’a-amylase fongique est une glycoprotéine monomérique (De Souza et al.,
2010) comportant trois domaines globulaires (A, B et C) (Li et al., 2014). Le domaine

A forme un tonneau (B / o) 8 et porte le site actif a la partie C-terminale des feuillets .

Le domaine B forme une boucle a partir du milieu du domaine A et constitue une sorte

de couvercle au-dessus du site actif (figure 06). Quant au domaine C, il constitue un

tonneau de 8 feuillets B antiparall¢les (Benaouida, 2008).
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7

Figure 06 : Structure monomérique de 1I’a-amylase (Li et al., 2014).
1.4 Origine d’ a-amylase

Les a-amylases sont des enzymes abondantes dans tous les regnes. Cependant, les
sources microbiennes sont les plus préférées pour la production a grande échelle (Haq
et al., 2003).

1.4.1. Origine animale

Généralement, 1’a-amylase est extraite de la salive humaine et du pancréas des
mammiferes, tels que les porcs et les veaux (Chatterton et al., 1996 Bertheau et al.,
1985).

1.4.2. Origine végétale

Cette enzyme joue, chez les plantes, un réle important dans le métabolisme
glucidique, ou elle participe a I’hydrolyse de 1’amidon en produisant des sucres
réducteurs (glucose et maltose) directement assimilables (Badot et Merlin, 1984). Elle
est obtenue par extraction a partir des céréales, notamment le blé, 1’orge, le son ou le riz
(Srinivasa et al., 2004).
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1.4.3. Origine microbienne

Deux types sont distingués : les a-amylases bactériennes et les a-amylases

fongiques :
v Les a-amylases bactériennes

Ce type d'enzymes est obtenu principalement par fermentation de Bacillacées
(Milner et al., 1997). 11 s’agit de Bacillus subtilis et Bacillus amyloliquefaciens (Haq
et al., 2003). De nombreuses amylases aux propriétés industrielles ont été découvertes
chez des bactéries acidophiles ; Penicillium grisofulvum (Ertan et al., 2006),
alcalinophiles ; Thermobifida fusca (Yang et al., 2010) et thermophiles ; Bacillus
cohnii (Panchal, 1990 et Fogarty et Kelly, 1980) et Bacillus licheniformis (Yihan,
2010, Cordeiro et al., 2002) . Ces enzymes interviennent dans la transformation de
l'amidon par fragmentation rapide en clivant les liaisons a (1,4) (Nadirman et al.,

2006).
v Les a-amylases fongiques

La production industrielle d'enzymes, a partir des microorganismes fongiques
notamment les genres Aspergillus et Penicillium, existe depuis longtemps, du fait que
la premiére production d' a-amylase a été réussie par Takamine en 1894. Les levures
sont les organismes les plus employées dans la production de biomasse, a valeur
nutritive élevée (Leveau et Bouix, 1993). Cependant, différentes levures sont

productrices d’a-amylase (tableau 3).

Tableau 3 : Quelques levures productrices d’a amylase.

Levure Reéferences
Schwanniomyces sp Haifeng et al., 2006
Pichia polymorpha Gonzalez et al., 2008

Candida utilis Ouédraogo et al.,2012
Candida guilliermondi Acourene et Ammouche, 2011

Candida famata

Trichosporon mucoides

Lipomyces kononenkoa Boukhennane et Boudebza, 2014

Talaromyces pinophilus Liang et al., 2015
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Clavispora lusitaniae

Ranjan et al., 2016 , Ranjan et Sahay,
2015, Djekrif et al., 2014 .

1.5 Mode d’action

L’a- amylase par sa capacité a modifier un certain nombre des propriétés de

I’amidon, participe a de nombreuses applications, permettant la fabrication des sucres

adaptés aux demandes spécifiques des utilisateurs en industrie alimentaire (Palmer,

1975).

L'a-amylase agit sur les polysaccharides (amidon, glycogene) et les

oligosaccharides (figure 07).
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Figure 07:Mode de d’action de I’a-amylase (Florimont, 2013).

Elle hydrolyse les liaisons glucosidiques (a-1,4) de 1’amidon et des substrats

relatifs (Heslot, 1996). Son action peut se faire de différentes facons :

-Attaque aléatoire, en coupant les liaisons (a-1,4) a partir de 1’extrémité

non réductrice. 1l en résultera, principalement, la formation de glucose, de

maltose et surtout d’o —dextrines (Scriban, 1999).

- Mécanisme uni-chaine ou I’a-amylase dégrade une chaine avant de

passer a I’autre. Cette action est due a la formation du complexe actif avec
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le premier substrat. L’enzyme catalyse la réaction et ne forme pas de
complexes actifs, jusqu’ a 1’achévement de la dégradation de la premiére

chaine (Berry et Paterson, 1990).

- Mécanisme multi-chaine, la dégradation des chaines est simultanée
(Pazur et Marchetti, 1992).

1.6. Application industriel
1.6.1. Traitement de la nourriture
- Production de sucre a partir d’amidon : fabrication de sirops.

- Boulangerie : fermentation de sucre par les levures pour produire du dioxyde de

carbone qui Iéve la péte ; ce qui permet d’obtenir un pain aéré avec peu de mie. (Site 2)
1.6.2. Industrie du papier

Hydrolysent I'amidon pour baisser la viscosité du papier et aider a sa découpe et

son surfacage. (Site 2)
1.6.3 Détergents biologiques

v Pré-trempage et applications liquides directes pour enlever les taches des
vétements.

v Détergents pour enlever les résidus d'amidon résistants. (Site2)
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2. Cellulase EC 3.2.1.4
2 .1. Définition

Les cellulases [1,4-(1,3 ; 1,4)-B-D-Glucanohydrolase] se rapportent & un groupe
d'enzymes qui hydrolysent la cellulose en sucres simples (Korish, 2003 et Kader et al,
1999). Elle est I'une des principaux membres de la famille des glycosides hydrolases.
C’est un systéme enzymatique complexe, composé de trois types principaux d’enzymes:
Endo B (1-4)-glucanase ou endocellulase (EC 3.2.1.4), Exo B (1-4)- glucanase ou
cellobiohydrolase (EC 3.2.1.91), B (1-4)-glucosidase ou cellobiase (EC 3.2.1.21) (Xu,
2002).

2.2. Nomenclature

v" Nom codifié : EC. 3.2.1.4
v' Nom systématique : 1,4 - (1,3 ; 1,4) - beta-D - Glucand -
glucanohydrolase

v Nom recommandé : Cellulase
2.3. Origines des cellulases

Les cellulases sont largement répandues dans la nature, elles sont recensées chez
des organismes trés divers : bactéries, champignons, plantes etc. De ce fait, les
cellulases peuvent avoir plusieurs origines : animale, végétale et microbienne (Xu et al,
2000).

2.3.1. Origine animale

Plusieurs espéces animales (omnivores et herbivores) utilisent la cellulose comme
source d’énergie, malgré leur incapacité a produire des cellulases endogenes, mais ceci
est di a une vie symbiotique des microorganismes dans leur systeme digestif. Des
cellulases ont été isolées a partir du tube digestif d’escargot comestible (Smant et al,
1998).

2.3.2. Origine végétale

Les cellulases jouent un réle important dans la maturation des fruits ou elles
participent a la libération des arémes. Ces enzymes vegétales sont géneralement

obtenues par extraction a partir des fruits tels que les grains de raisin, les amandes
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douces, des céréales tels que 1’orge et le riz de la variété Orysasativa. Et il a été noté que
les préparations cellulasiques d’origine végétale sont dépourvues d’exo-B-glucanases

(Xu et al, 2000).
2.3.3. Origine microbienne

Les bactéries et les moisissures utilisent la cellulose pour la production de
quantités substantielle d’enzymes extracellulaires qui sont alors facilement récupérées
du milieu de culture aprés fermentation, ces enzymes peuvent étre présentes sur la
surface des cellules. Les cellulases bactériennes et fongiques sont les plus étudiées en

raison de leurs utilisations potentielles en biotechnologie (Odier et Rouau, 1985).
2.4. Mode d’action

Selon (Walker et Wilson, 1991), la réaction d'hydrolyse de la cellulase par un

complexe enzyme-substrat se fait en cing étapes:
1. le transfert de I'enzyme dans la phase aqueuse de la pate a la surface de la cellulose.

2. I'enzyme est adsorbée et il y a formation d'un complexe que I'on nomme enzyme-
substrat (ES).

3. L’hydrolyse de la cellulose.
4. le transfert des produits de réactions dans la pate.
5. I'nydrolyse des oligomeres du glucose dans la phase aqueuse de la pate.

Ce type d’enzyme agit directement sur la cellulose, mais plus facilement sur les
zones amorphes de celle-ci. Le mécanisme d’action de cette enzyme suggére que la
cellulase dépolymeérise les unités de glucoses de la surface des fibres. Elle agit en
défaisant les liens glucosidiques aléatoirement, ce qui résulte en une rapide diminution
de la force de la chaine cellulosique et produit des cellobioses, cellotrioses et quelques

autres glucoses.

La cellulase peut étre divisée en trois composantes: les endo-glucanases, les
exoglucanases (nommé aussi cellobiohydrolases) et les glucosidases (nommé aussi
cellobiases). La préparation compléte de cellulase comprend un mélange de ces trois

composantes (Rousselle et al, 2002). L' endo-glucanase effectue le clivage interne de la
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cellulose, ce qui produit des chaines plus courtes. L'exo-glucanase quant a elle produit

des cellobioses a partir de la chaine non réductrice de la cellulose et finalement, la

cellobiase hydrolyse les cellobioses en glucose. Il existe un synergisme entre ces trois

composantes de la cellulase. Le synergie des composantes de la cellulase est illustré

dans la figure 08.
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Figure 08 : Synergie des composantes hydrolytiques de la cellulase. (Semedo et al,

2000).

2.5 Applications industrielles des cellulases

Les cellulases étaient commercialement valables pour plus de 30 ans, et

présentaient une cible pour les recherches académiques comme celles industrielles

(Singh, 1999). Son utilisation permet, potentiellement, la production de glucose,

¢lément de base, qui une fois fermentée permet d’accéder a d’autres substances clés a

savoir alcools, acétones et acides organiques notamment des gras volatiles d’ou
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I’importance, écologique et industrielle, considérable des cellulases (Receveur et al.,

2002) et parmi les applications industrielles, nous citons

>

Alimentation : Les cellulases sont utilisées pour faciliter la filtration de
diverses suspensions, riches en fibres cellulosiques (Scriban, 1993). Des
traitements de différents produits pour améliorer leurs qualités, ou les
cellulases sont utilisées sous forme de mélange d’enzymes.

textiles et des détergents : Elles sont utilisées au cours de la finition, pour
donner I’aspect aux vétements en jean apres lavage et améliorer
I’apparence des tissus par élimination des taches (Gusakov et al., 2007).
Papeterie : Dans la fabrication des pates a papier, 1’addition de cellulases,
aux suspensions de pates en cours de lavage et surtout aux suspensions
de pates de papier de recyclage, améliore significativement leur
filtrabilité et conduit & des économies importantes de consommation
d‘eau (Scriban, 1993).

Nutrition animale : utilisées comme additifs dans 1’alimentation animale
car I’addition des cellulases, aux aliments pour porcins, améliore leur
digestibilité, ce qui réduit ’excrétion de cellulose non digérée (et donc
diminue la charge polluante des excrétas) (Gusakov et al., 2007)
Thérapeutique : L’utilisation quasi confidentielle de certaines cellulases
dans des formules médicamenteuses a vocation d’aide digestive

(Scriban, 1993).

3. Maltase (EC 3.2.1.20)

3.1. Définition

Les Maltases sont des a-glucosidases spécialisées (hydrolases qui libérent 1’a-D-

glucose de I'extrémité non réductrice de leurs substrats) (Andriotis et al., 2016), leur

substrat préfére est le maltose (Choi et al., 2013).

C’est une enzyme ubiquitaire présente dans tous les tissus (Scheen et al.,2008):

les vertébrés, les plantes, les bactéries, les champignons, les moisissures et les levures

comme Isaria fumosorosea (Linxia et al., 2015) ;Cordyceps brongniartii (Sasaki et

al., 2015), Moesziomyces antarcticus (Wang et al., 2015) Grosmanniac lavigera
(Riken et al, 2016) et Candida sp. (Boukail et Maazi , 2015).
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3.2. Nomenclature

v" Nom systématique : a-(1,4) D-glucosidase (Salafsky et al., 1971)
v Nom codifié : EC 3.2.1.20
v" Nom recommandé : maltase (Dahlqvist, 1961).

v Synonymes :
Glucoinvertase (Acourene et al.,2014).
Glucosidosucrase (Satoshi et al.,1993).
Glucopyranosidase (a-D-glucosidase ( Sieczko et al., 2016).
Glycosidases (Peumans et al.,2006).
3.3. Structure de la maltase
Les maltases ont une structure qui différe selon leurs origines :

» Homodimérique : comme celle extraite de la bactérie Geobacillus sp. (Hung et
al.,2005); des moisissures comme Xanthophyllomyces dendrorhous (Gutiérrez
et al.,2015), et de la levure Pichia pastoris. . La masse moléculaire de I’enzyme
est variable selon la souche, elle est de 430 Kda chez la levure Candida
guilliermondii (Nadeem et al., 2016).

» Monomérique:chez les bactéries thermophiles comme Thermuscaldophilus
(Oyekanmi et al., 2001); chez les levures comme Saccharomyces cerevisiae
(PM 13Kda) (Katrin et al., 2016), Lipomyces starkeyi, (PM 35Kda) (Gong et
al., 2012), Candida albicans (PM 50Kda) (Zheng et al.,2015) (Figure 09)
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Figure 09 : Structure monomérique de la maltase liée a 4-O-a-D-Glucopyranosyl-D-
glucose (C12H22011), chez Saccharomyces cerevisiae (diffraction par les rayons X, la

structure est représentée a une résolution de 2 A) (Barker et al., 2013).
3.4. Mode d’action

La maltase est une hydrolase amylolytique glycolytique qui permet 1’obtention du
Glucose a partir de I’extrémité terminale non réductrice du substrat des oligosaccharides
ou des polysaccharides (Nawaz et al., 2015). L’enzyme exerce deux types de réactions

catalytiques :

» Réaction d’hydrolyse : transfert d'un résidu de glycosyle a partir d’un
oligosaccharide ou polysaccharide a une molécule d’H20, ce résidu glycosyle
est obtenu par élimination du groupe hydroxyle hémi acétal de la forme cyclique
(Marija et al., 2014).

» Réaction de transglucosylation : transfert d’un résidu glycosyle a partir d’un

oligosaccharide a une autre molécule réceptrice.
3.5. Applications de la maltase en industrie

Les maltases sont des biocatalyseurs de réactions biochimiques au sein des
organismes vivants, elles sont utilisées en biotechnologie pour catalyser les réactions de

dépolymérisation des macromolécules et de synthese en raison de leur spécificité et de
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leur efficacité (Yapi et al., 2008). Chez I’homme, la maltase joue un réle important

dans différentes industriel :
v" Industries alimentaires

Les oligosaccharides et les monosaccharides a usage nutritionnel connaissent un
développement important en raison de leur aptitude a favoriser la croissance de la flore
bactérienne intestinale humaine ou animale, ils sont utilisés dans la formulation de
nombreux produits alimentaires (confiseries, gommes, boissons, fromagerie). Ces oses
sont obtenus soit par extraction de sources végeétales, soit par hydrolyse de polyosides,

soit par synthese enzymatique (Bombeck et al., 2016).
v Industrie des détergents

Les enzymes sont également utilisées dans les détergents afin d’éliminer les
taches tenaces pour la lessive et le lavage et dégrader les lipides les protéines des
aliments (Vanhanen et al., 2000) de nouvelles méthodes de protection environnemental

et allergique sont additionnés aux détergents (Grbav¢ié et al., 2015).
4. Pectinase (EC 3.2.1.15)
4.1. Définition

Les enzymes pectinolytiques « pectinases » constituent un groupe unique,
complexe et hétérogéene de différentes enzymes. Elles agissent spécifiquement sur les
substrats pectinolytiques, notamment les polymeéres de pectine qui représentent le
polysaccharide majeur de la paroi cellulaire primaire et la lamelle moyenne de la paroi
vegetale. Cette action se résume dans le scindement de I’acide polygalacturonique
(PGA) en acide monogalacturonique, ouvrant ainsi les liaisons glycosidiques, réduisant
I’adhésion intracellulaire et la rigidité tissulaire (Fogarty et Kelly, 1983). Ce qui
aboutit par conséquent a la dégradation de la paroi cellulaire, I’éclatement des cellules,

et donc, au symptdme de macération (Bateman et Basham, 1976).
4.2. Nomenclature
* Nom: polygalacturonase

* Réaction: hydrolyse aléatoire de de(a-D-1,4) des liaisons—galactosiduroniquedans

pectate et autres galacturonanes
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* Autre nom : pectine dépolymérase ; pectinase; endopolygalacturonase; pectolase;

hydrolase de pectine; polygalacturonase pectine.
4.3. Mode d’action

Il est important de mentionner que les pectinases peuvent étre classees en se
basant sur la nature du substrat (pectine, acide pectique et oligogalacturonate), le
mécanisme de dégradation (trans-élimination ou hydrolyse) et le type de clivage (endo
ou exo) (Favela Torres et al.,2006) en deux groupes principaux d’enzymes dont les
propriétés et le mode d’action sont les pectines estérases (PE) et dépolymérases

(polygalacturonases et lyases) (figure 10).
* Pectines estérases (PE)

Ces enzymes catalysent I’hydrolyse des liaisons esters méthyliques adjacents a un
groupe carboxyle libre des pectines, enlevant ainsi les groupes méthyles de la chaine les
uns apres les autres dans une direction donnée. Le résultat est la libération du méthanol
et la formation du PGA (Sakai et al., 1984). Leur mode d’action reste toujours mal
élucidé. Selon (Jayani et al.,2005), le mécanisme d’attaque des PE varie en fonction de
leur origine. L’activité des PE peut étre suivie soit par le dosage du méthanol libéré, soit
par la détermination de I’augmentation du nombre des carboxyles libres, ou encore en
utilisant un régulateur du pH puisque, 1’ionisation du groupe carboxyle produit dans le

milieu un proton causant une variation du pH (Jayani et al., 2005).
* Dépolymérases (polygalacturonases et lyases)

Ces hydrolases possédent des activités endo- ou exogalacturonases. En fonction
du substrat et du mécanisme de clivage des liaisons glycosidiques, on distingue quatre
catégories différentes : Les PG et les PMG agissent respectivement sur les pectates et

les pectines par hydrolyse.

* PGL et PMGL

Elles agissent par B-élimination sur les pectates et les pectines respectivement.

(Alkorta et al., 1998).Suivant le mode d’attaque, la réaction peut se faire soit de
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maniére aléatoire ou bien de I’extrémité de la chaine. Ce qui permet la distinction des

endo- et des exo-dépolymérases (Jayani et al., 2005).

Figure 10: Mode d’action de la pectinase (Jayani et al., 2005).

4.4. Origine de la pectinase

Les pectinase sont produites par des levures, des bactéries et des moisissures.
Elles sont aussi présentes dans les végétaux, principalement dans les fruits ou elles sont
impliquées dans leur mdrissement. Elles ont été décelées également dans le regne
animal puisqu’on les trouve dans les insectes comme la salive gélifiante des pucerons
(Guo et al., 2006), les nématodes (Popeijus et al., 2000) ou dans le suc digestif
d’escargots (Baron et Thibault, 1985).

4.4.1 Origine animale

Les pectinase sont des enzymes produites par des animaux et des insectes tel que
Sitophilus oryzae (Shen et al., 2003), Meloidogyne incognita ( Jaubert et al., 2002 )
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4.4.2 Origine végétale

Les pectinase produites par les plantes au niveau intracellulaire fragilisent les
membranes cellulaires, ce processus est nécessaire a la croissance de la plante ainsi qu’a

la chute des feuilles et des fruits (Hadfield et Bennett, 1998).
4 .4.3. Origine microbienne

Un grand nombre de pectinase furent produites par des bactéries, des moisissures

et des levures.
v' Origine levurienne

Quelgues souches de levures peuvent produire des pectinase comme Saccharomyces
cerevisiae (Radoi et al., 2005 ; Sieiro et al., 2003 ; Blanco et al., 2002; Gainvors et
al., 2000) d'autres levures comme Kluyveromyces marxianus (Siekstele et al., 1999)
Kluyveromyces fragilis (Sakai et al.,1984). Ces enzymes sont utilisées dans certains
procédés industriels : clarification du jus, industrie du textile pour lI'assouplissement des

fibres et industrie des pates et papiers.
v' Origine bactérienne

Les bactéries produisent principalement des pectate-lyases, cependant la présence de
pectinase a été détectée dans quelques-unes : Erwinia carotovora (Basset et al., 2000),
Pseudomonas marginalis CFBP 1287 (Membre et Burlot, 1994), Bacillus sp. RK9
(Fogarty et Kelly, 1983), Leuconostoc sp. LLn1 (Bekhouche et al., 2006).

4.5. Utilisation industrielle de la pectinase

Ces enzymes sont classées parmi les enzymes les plus importantes dans le secteur
industriel (Kashyap et al., 2001), en raison de leurs fréquentes et multiples utilisations.
Comme titre d’exemple, on cite les pectinases acides utilisées dans 1’extraction et la
clarification des jus de fruit (Rombouts et Pilnik, 1986) et les pectinases alcalines
faisant 1’objet d’une immense utilisation dans le dégommage des fibres de ramie (Cao
et al.,1992), Pourtant en réponse a I’extréme usage biotechnologique de ces enzymes,
ces dernieres sont produites par plusieurs organismes comme les champignons (Aguilar
et Huitron, 1990), les levures (Gainvors et Belarbi, 1995) ainsi que, les bactéries
(Karbassi et Vaughn, 1980 et Horikoshi, 1972).
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5. Protéase (EC 3.4.21-24)
5.1. Définition

Les protéases ou les protéinases font partie de la classe des hydrolases (EC 3.4.21-
24.X). En effet, ce sont des enzymes qui catalysent I’hydrolyse des protéines dans des
sites bien spécifiques en scindant la liaison peptidique qui lie deux acides aminés dans
une chaine peptidique et sont produites extra cellulairement comme intra cellulairement
(Hornebeck, 2009, Kumar et al.,2008, ).

Ce sont des enzymes multifonctionnelles assurant beaucoup des fonctions
physiologiques chez les animaux et les végétaux comprenant la germination, I’apoptose,

les processus inflammatoires etc. (Schaller, 2004).
5.2. Origine de protéase

Les protéases sont extraites aussi bien des plantes que des animaux ou des

microorganismes (Rao et al., 1998).
5.2.1. Protéases d’origine végétale

Les protéases sont présentes chez toutes les especes vivantes. Les végétaux ont,
avant les microorganismes, ét¢ 1’objet de recherche en vue d’isoler des enzymes
protéolytiques, c’est le cas de la bromélaine extraite de tige de 1’ananas (Ananas
comosus) (Rao et al., 1998), la papaine en provenance du latex de fruit la papaye

(Carica papaya) (Rao et al., 1998).
5.2.2. Protéases d’origine animale

Seules les protéases sécrétées par 1’estomac des ruminants présentent un intérét
Industriel comme la présure préparée a partir du quatrieme estomac des veaux ainsi que
les pepsines bovines et porcines. L’activité non spécifique des enzymes pancréatiques,
trypsine et chymotrypsine, les rendent moins importantes que les enzymes gastriques
(Scriban, 1999). Des études récentes permettent, aussi, 1’identification des protéases
chez les helminthes : Schistosoma sp ; Fasciola sp ; Taenia sp et Haemonchus sp, ou
elles apparaissent comme cibles potentielles majeures en thérapie et vaccination

antiparasitaire (Trap et Boireau, 2000).
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5.2.3. Protéases d’origine microbienne

L’incapacité des protéases végétales et animales a répondre aux exigences du
monde industriel a conduit a un intérét accru pour les protéases microbiennes (Mala et
al., 1998). Les enzymes protéolytiques sont produites par une grande diversité de
bactéries, de moisissures et de levures (Devet ,1996). Parmi ces derniéres, les genres
primordiaux  sont  Saccharomyces, Rhodotorula, Candida, Debaryomyces.
Saccharomyces cerevisiae par exemple, produit trois types de protéases ; une aspartyl
protéase, une sérine protéase et une métalloprotéase. L’activité protéolytique de ces
genres est utilisée particuliérement pour 1’affinage des fromages (Boiron, 1996 et

Kresze, 1991).
5.3. Mode d’action de protéase

Elles impliquent plusieurs mécanismes d’action, ce qui permet de distinguer les
grandes familles mécanistiques, selon la nature des acides aminés du site actif
(Veyradier et al., 2011):

v' Les proteases a serine : telles que la trypsine (EC 3.2.21.4), spécifique des liaisons
peptidiques dans lesquelles I’acide aminé engagé par son carboxyle est une lysine
ou une arginine (Tapdiqov et al.,2015); la chymotrypsine (EC 3.4.21.1), s’attaque
a des liaisons peptidiques ou le carboxyle engage est un acide aminé hydrophobe
ou aromatique et la thrombine qui clive le fibrinogéne en fibrine lors de la
coagulation sanguine (Matsuo et al., 2012 et Ovaere et al., 2009).

v’ Les protéases a cystéine (ou protéases a thiol) : qui possédent une cystéine dans
leur sites actifs comme la papaine (EC 3.4.22.2), spécifique des liaisons
peptidiques dans lesquelles 1’acide aminé engagé par son carboxyle est un acide
aminé basique, aromatique ou apolaire .les caspases ; protéases qui interviennent
dans le processus d'apoptose (Cabon et al., 2013 et Jegham et al., 2009).

v' Les protéases acides : agissent a pH acide et possedent un acide aspartique sur leur
site actif (Groeme et al., 2015), telle que la pepsine ; spécifique des liaisons
peptidiques dans lesquelles est engagé un acide aminé aromatique (fonction amine)
(Xuesong et al., 2016).

v Les métalloprotéases : qui possédent un cation métallique, en général un atome de

zinc, telle que la thermolysine (Tauzin et al., 2014).
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5.4. Applications industriel des protéases

Les protéases jouent un role important dans de nombreux secteurs industriels, en
particulier dans les détergents (Gupta et al., 2002), les industries alimentaires comme la
boulangerie, la fromagerie, les transformations alimentaires...etc. (Sullivan et Calkins,
2011). Ainsi que dans le domaine pharmaceutique et médicale comme des traitements
de quelques maladies exemple les désordres de la digestion, le cancer et dans les

infections virales (Walsh, 2002).et plusieurs autres secteurs industriels.
5.4.1. Industrie des détergents

Les protéases utilisées dans I’industrie de détergents représentent 35% du marché
mondial des enzymes industrielles (Cherry et Fidantsef, 2003). Elles servent
également comme produits de nettoyage pour des usages industriels, pour les lentilles
cornéennes et les appareils dentaires. Cependant, le marché le plus important au niveau
de détergents est de loin celui des détergents a lessive (Kumar et al., 2008). Une
protéase détergente idéal doit avoir une large spécificité de substrat et stable dans
I’environnement hostile de la machine a laver (température élevée et pH alcalin) (Rao et
al., 1998), la plupart des protéases ajoutées dans les détergents sont produites par des
souches de Bacillus (Gupta et al., 2002).

5.4.2. Tannerie

Les sérylprotéases sont utilisées pour leur capacité a libérer les poils et la laine des
peaux. Cette opération se fait a des pH élevés, et nécessite donc des protéases alcalines,
comme celles produites par Bacillus licheniformis. Jusqu'a présent, 1’usage des
protéases a été limité car leur emploi est souvent plus colteux que I’'utilisation des
produits chimiques. Par contre, I’emploi de produits chimiques comporte plusieurs

inconvénients (Gupta et al., 2002 et Rao et al., 1998).
5.4.3. Industries alimentaires

Les protéases sont largement utilisées dans 1’industrie alimentaire. entre autres
dans la brasserie, les boissons, pour la préparation d'hydrolysats de protéines solubles et
aromatisés (protéases de type papaine), en tant que complément alimentaire (Lavalle et

al., 2000) et pour la production d'émulsifiants (Pardo et al., 2000).
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* Fromagerie

L’application majeure des protéases dans 1’industrie alimentaire est dans la fabrication
de fromages (Rao et al., 1998). Cependant, les fluctuations du prix de caillette et leur
pénurie épisodique fait qu’elle est de moins en moins utilisée et tend a étre remplacée
par des protéases microbiennes (Aviron et al., 1982). D’autres protéases d’origine
végétale comme la papaine, la bromelaine, la ficine et les cardosines sont actuellement

utilisées dans I'industrie fromagére (Uhlig, 1998).
*Boulangerie

Les endo et les exo protéinases d’A.oryzae sont utilisées pour modifier le gluten de blé
par une protéolyse limitée selon les caractéristiques désirées de la péate ; un tel
traitement enzymatique permet de réduire le temps de pétrissage (Aguilar et al., 2008 et
Aviron et al., 1982). Des protéases bactériennes sont également souvent utilisées pour
améliorer 1’¢lasticité et la force de la pate (Rao et al., 1998). La bromelaine a également
été utilisée pour obtenir de la farine de frome hypoallergénique, en raison de sa capacité

a briser 1’épitope IgE du gluténines du blé GIn-GIn-GIn-Pro-Pro. (Tanabe et al., 1996).
5.4.4 Autres applications

Les protéases sont considérées aussi comme moyen efficace pour le traitement
des rejets riches en protéines (Ichida et al., 2001). La protéase neutre de B. subtilis peut
étre également utilisée pour le décreusage de la soie naturelle. Ces enzymes sont
employées aussi avec des mélanges des enzymes hydrolytiques pour dégrader les
polyméres constitutifs de la matiére végétale servant pour 1’alimentation animale
(Aviron-Violet et al., 1982). Elles sont aussi utilisées pour traiter les eaux usees riches
en kératine provenant des chaines d'abattage de volailles (Ichida et al., 2001), une autre
utilisation des protéases neutres est la récupération d’argents a partir les films

photographiques par hydrolyse de la gélatine (Sumantha et al., 2006).
6. Laccases (EC 1.10.3.2, oxydase p-diphénol)
6.1. Définition

La laccase (EC 1.10.3.2, oxydase p-diphénol), est une oxydoréductase bleue de

type ligninase, car elle est capable de dégrader la lignine (Madhavi et Lele 2009,
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Camarero et al., 2005). Elle représente un ensemble d’enzymes impliqués notamment

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

Elles appartiennent a la famille des protéines multi-cuivrées qui utilisent
I’oxygene pour oxyder de nombreux composés phénoliques par le biais d’'un mécanisme

radicalaire (Jeanneau, 2005).

Les laccases ne présentent pas d’activité catécholasique, mais en revanche elles
sont capables d’oxyder aussi bien les o-phénols que les p-phénol. En plus, elles oxydent

les monophénols en monoquinones, sans hydroxylation préalable (Issa, 2009).
6.2. Structure des laccases

Les laccases sont des métalloenzymes contenant des atomes de cuivre dans leurs
sites actifs respectif; elles assurent simultanément [’oxydation des composés

phénoliques et la réduction d’O2 (Enguita et al., 2003).
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Figure 11 : Structure chimique d’une portion du site actif de laccase montrant
I‘emplacement des atomes de cuivre impliqué dans la reaction enzymatique (Rochefort,

2001)

En général, les laccases sont des glycoprotéines dimériques ou tétramériques
contenant au niveau de leur site actif quatre atomes de cuivre qui sont différents par la
nature de leurs ligands. Ondistingue trois sites appelés T1, T2 et T3 (Claus, 2004). Les
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sites de type 1 et 2 possédent chacun un atome de cuivre et sont impliqués dans la

capture et le transfert d’électrons (Lanteigne, 2010).

Le site T1 contient un atome de cuivre (Cu2*) absorbe a 610 nm. 1l coordonne une
cystéine et il est responsable de la couleur bleue de I’enzyme. Alors que le site T2
contient le cuivre non bleu (Cu?*) et il forme avec 1’azote des histidines et avec
I’oxygeéne un complexe tétraédrique. Le site T3 absorbe a 330 nm. Chaque ion cuivre

est lié a trois histidines (Piontek et al., 2002).
6.3. Source de laccases

La laccase est largement répandue dans les plantes supérieures, les bactéries, les

champignons et les insectes dont les détails sont présents dans les éléments suivants:

Plantes: Elle a été découverte chez différentes plantes : choux, navets, betteraves,
pommes, asperges, pommes de terre, poires, péches, sycomores, tabac et autres
légumes. Récemment, la laccase a été exprimée dans I'embryon de graines de mais (Zea
mays) (Arora et Sharma, 2010 et Bailey et al., 2004 ).

Champignons: Les laccases fongiques ont un potentiel rédox plus élevé que celui
des enzymes bactériennes ou végétales. Les champignons des deutéromycetes, les
ascomycetes (Aisemberg et al., 1989) ainsi que les basidiomyceétes sont les producteurs

connus de laccase (Sadhasivam et al.,2008).

Bactérie: la laccase bactérienne a été signalée pour la premiere fois chez
Azospirillum lipoferum (Givaudan et al., 1993); elle joue un rble dans la pigmentation
cellulaire, I'oxydation de composés phénoliques (Faure et al., 1994) et / ou le transport
d'électrons (Alexandre et al., 1999).

Insecte: La laccase d'insecte est une longue séquence amino-terminale caractérisée
par un domaine unique constitué de plusieurs résidus de cystéine, aromatiques et
conservés. L'enzyme laccase a également été caractérisée chez différents insectes, par
exemple Bombyx, Calliphora, Diploptéres, Drosophila, Lucilia, Manduca, Musca,
Orycetes, Papilio, Phormia, Rhodnius, Sarcophaga, Schistocerca et Tenebrio (Arora et
Sharma, 2010).
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6.4. Applications des laccases

Leur abondance, leur diversité font que les laccases sont des sources
enzymatiques importantes et potentiellement intéressantes (Levavasseur, 2007). Une
vaste quantité d'applications industrielles pour laccases a été proposée, elles
comprennent 1’industrie boulangere, papeterie, la synthése organique, l'environnement,
la nourriture, les produits pharmaceutiques et nanobiotechnologie. (Kunamneni et al.,
2007).

6.4.1. Industrie alimentaire

De nombreux substrats de laccase, tels que les glucides, les acides gras insaturés,
les phénols et les protéines contenant un thiol, sont des composantes importantes de

divers aliments et des boissons.

Leur modification par laccase peut conduire a des nouvelles fonctionnalités, la
qualité, I'amélioration ou la réduction des colts (Kirk et al., 2002). Donc ; la laccase est
utilisée pour améliorer la qualité des boissons telles que la biére, le vin ou les jus de
fruit par I’élimination sélective des dérivés phénoliques. Elles sont également utilisées

pour ameliorer la durée de conservation de la biere (Minussi et al., 2002).

Les laccases sont aussi utilisées dans la cuisson de certains aliments (Selinheimo
et al., 2006) et peuvent étre appliquées pour la stabilisation de certains périssable
produits contenant des huiles végétales (Morozova et al., 2007).

Selinheimo et al., (2006) ont montré 1’intérét de la laccase dans I’industrie des pates. Ils
ont trouvé que la laccase de Trametes hirsuta a la capacité, d’une part d’augmenter la
résistance d’une pate de farine avec le gluten et d’autre part de favoriser la diminution

de son extensibilité.
6.4.2. Industries textiles, des colorants, de la pate a papier

Les colorants synthétiques sont largement utilisés dans des industries telles que
textile, le cuir, les cosmétiques, I'alimentation et I'impression de papier (Forgacsa et al.,
2004).

Dans ces industries, les procédés relatifs a la décoloration (dégradation de
colorant, blanchiment) utilisent les laccases, principalement avec des systemes

médiateurs (Camarero et al., 2005 , Baldrian, 2004, Knutson et Ragauskas, 2004 et
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Schliephake et al., 2000). Dans les industries du papier, les systemes laccase/médiateur
sont le plus utilisés pour dégrader la lignine lors de I’extraction de la pulpe évitant

I’utilisation de produits chimiques chlorés par exemple (Srebotnik et Hammel, 2000).
6.4.4. Autre applications

Plus récemment, la laccase de Trametes hirsuta a été également largement utilisée
pour la fonctionnalisation de biocathodes (Frasconi et al., 2010 Vaz-dominguez et al,
2008) et pour la réalisation de biopiles en fonction de leur site actif (Tingry et al.,
2013). Cette enzyme est connue pour le role important qu’elle joue dans la dégradation
des phénols ce qui la rend tres utile dans la décontamination des eaux industrielles
(Riva, 2006).

Les laccases sont également utilisées pour délignifier des complexes
lignocellulosiques et améliorer la production du bioéthanol obtenu & partir de ces

complexes (Mayer et Staples, 2002).
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Ce travail a été réalisé au niveau de laboratoire de Génie Microbiologique et
Application (GMA) département de Biochimie Biologie Cellulaire et Moléculaire
Faculté des Sciences de la Nature et de la Vie Université des fréres Mentouri
Constantine. Le but est la recherche d'enzymes d'intérét biotechnologique produites par
des levures locales.

* Appareillage et Réactifs

Le matériel utilisé pour la réalisation des différentes manipulations effectuées
dans ce travail sont récapitulés dans le tableau 4.

Tableau 04 : Matériel utilisé pour la réalisation des manipulations.

Verrerie Appareillage
- Béchers - Bain Marie
- Entonnoirs -Autoclave
- Tubes a essai - Agitateur magnétique (plaque chauffante)
- Fioles jaugées - Vortex.
-Eprouvettes - Balance analytique
- Tube & vis stériles. -Etuve d’incubation
-pipettes pasteurs. -Bec bunsen
-boites de pétri. - Spectrophotomeétre
-Flacons stériles. -Microscope.

I . Isolement des levures
1. Echantillonnage

Différents levures ont été isolées a partir de plusieurs échantillons :
» Deux denrées alimentaires :
e Yaourt (Soummam fort) est un produit laitier produit par fermentation
lactique, sucré aromatisé et acheté du marché local de Constantine.
e Miel substance sucrée fabriqueée par les abeilles, provenant de sidi
Maaroufe wilaya de Mila.

» Un dechet alimentaire : pelures de pomme de terre (figurel2)
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Pelures de pomme de terre
Figure 12: Différent échantillon utilisé pour I’isolement des levures

2. Milieu d’isolement

Le milieu utilisé pour I’isolement est le milieu YGC (Yeast extract Glucose
Chloramphenicol) sa composition est la suivante :

* Extrait de levure :5g/1

* Glucose :20g/1

* Chloramphénicol :0,1g/1
» Agar: 20g/1

* Stérilisation & 120C° pendant 20 min.

39



Matériels et méthodes

3. Préparation des solutions mére
3.1. Solution meére de déchet de pomme de terre
Une suspension de 1’échantillon est constituée par 10 g de pomme de terre et 90
ml d’eau destillée.la suspension est agitée pendant 10 min a I’aide d’un agitateur.
3.2. Solution mere du yaourt
Une suspension de 1’échantillon est constituée par 10 g du yaourt et 90 ml d’eau
destillée.la suspension est agitée pendant 10 min a I’aide d’un agitateur.
3.3. Solution mére du miel
Une suspension de I’échantillon est constituée par 10 g du miel et 90 ml d’eau
destillée.la suspension est agitée pendant 10 min.
4. Préparation des dilutions
- Apres homogénéisation, préparer une série de dilutions décimales (107! jusqu’a
107°) est préparée a partir de la solution mére.
- Couler le milieu YGCA stérile dans des boites de pétri
- Apreés solidification du milieu un volume de 1ml de chaque dilution indiquée et
déposée sur des boites de pétri, puis étalé uniformément avec un étaloir stérile par
un mouvement de balayage et de rotation sur I’ensemble de la surface du milieu.
- Incuber a 25 C° pendant 2 a 7 jours.
Des observations quotidiennes de 1’aspect macroscopique et microscopique des isolats
sont réalisees.
5. Repiquage des souches
Aprés ’observation microscopique des isolats, les levures sont repiquées sur
milieu YPGA par la méthode des stries dont la composition est la suivante :
* Glucose : 20g/1
* Extrait de levure : 10g/1
* Peptone : 20g /1
» Agar:20g /1
Incuber a 25 C° pendant 2 jours.
6. Purification des souches
La purification des levures est effectuée par la méthode des stries sur YPGA.

Incuber & 25 C° pendant 2 a 3 jours.
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7. Conservation des souches
Les souches sont conservées selon deux méthodes :
Les souches pures sont conservées sur le milieu YPGA a 4 C° ( Haq et al., 2002) pour
une courte durée et sur milieu incliné d’YPGA a -20 C° pour une longue durée.
Et pour une conservation plus longue, nous utilisons le milieu YPG avec glycérol
- A partir de jeunes colonies, ensemencer la levure dans un tube contenant d’YPG
- Aprés agitation, transférer 0,5ml de la suspension et 0,5ml du glycérol dans un
eppendorf puis agiter.

- Conserver au congélateur.

I1. Mise en évidence des activités enzymatiques
L’activité d'enzymes est recherchée qualitativement sur la gélose.
Les enzymes a étudier sont :a amylase, cellulase, pectinase, laccase, protéaseet maltase.
L’activité d'enzymes est recherchée quantitativement sur la gélose suivant des étapes:
- Préparer des suspensions a partir des cultures levuriennes jeunes.
- Déposer les puits (les embouts découper) au centre de boite de pétrie.
- couler les milieux et laisser sechés.
- Déposer les suspensions au centre.

-Incuber a 25 C° pendant de 3 a 5 jours.

1. Détermination de I’activité cellulasique
Cette activité est réalisée par le milieu : « Cellulase Activity Medium » (CAM)
(Goldbeck et al., 2012).

* Cellulose 10g
* Extrait de levure 0,6g/1
* KH2PO4 79/l
* KoHPO4 29/l
* MgSO4, 7TH20 0,19/l
* (NH4)2SOs 19/l
* Agar 20g
Stérilisation a 120 °C pendant 20 min.
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2. Détermination de ’activité maltasique
Cette activité est réalisée par le milieu YPMA (Yeast Peptone Maltose Agar) g/l :
* Extrait de levure 5¢g
* Peptone 10g
* Maltose 20g
* Agar 20g
Stérilisation a 120 °C pendant 20 min.
3. Détermination de ’activité de pectinase

Le milieu utilisé pour la mise en évidence de cette l'activité est« Pectinase Activity
Medium » (PAM) :

* Extrait de levure 10g
* Peptone 10g
* Pectine 20g
* Agar 20g
Stérilisation a 120 °C pendant 20 min.
4. Détermination de ’activité de laccase
Le milieu utilisé pour la mise en évidence de cette activité est le suivant :
* Amidon de pomme de terre 50g/1
* Glucose 20g/1
* Bleu de bromophénol 0.2 %
» Agar 20g/1
Stérilisation & 120 °C pendant 20 min.
5. Détermination de ’activité a- amylasique (dégradation de I’amidon)

Le milieu utilisé pour la mise en évidence de cette l'activité est « Amylase Activity
Medium » (AAM) additionné de 0.5% d'amidon soluble : (Yal¢in et Corbaci, 2013)

* Amidon 5g/1
* Peptone 5g/l

* Extrait de levure 59/l
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* MgSQOg4, H20 0,59
* FeSO4, H20 0, 01g
*NaCl 0,01g
Stérilisation & 120 °C pendant 20 min.
6. Détermination de I’activité de protéase
Le milieu utilisé pour la mise en évidence de cette l'activité est :
» Agar blanc (2%)
Stérilisation a 120 °C pendant 20 min, apres refroidissement a 45°C dans un bain
marie, ajouter 100 ml de lait écrémé. (Juszczyk et al., 2005).
7. Révélation

L'activité est révélée par I’apparition d’une zone claire de forme d’anneau
entourant la croissance de levure.

-Pour les enzymes : laccase et protéase la zone est révélée directement sans
détecteur. la présence de ’activité protéolytique est détectée par 1’apparition d’un halo
clair autour de la colonie indiquant ’hydrolyse de la caséine. (De VOS et al., 2009).

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

-L’activité a-amylasique est révélé par : inondation des boites de Pétri avec la
solution de lugol 1 laissé agir pendant 15 min. Le lugol 1 (Guiraud, 1998) colore
spécifiquement I’amidon non dégradé en bleu-violet . L’anneau clair autour des colonies
des souches indique la dégradation de 1’amidon.

-L’activité pectinolytique est révélée par le lugol 2 (Guiraud, 1998), laisser agir
pendant 20 min. L’activité pectinolytique est mise en évidence par I’apparition de zones
claires qui forment un anneau autour des colonies .

-L’activité enzymatique de la cellulase et de la maltase est révélée par le rouge
Congo 0,1% (Guiraud, 1998), laisser agir 15 a 20 min puis rincer par le Na Cl ,laisser
agir 20 min, les activités sont mises en évidence par I’apparition de zones claires qui
forment un anneau autour des colonies. (Romano Mwirichia et al., 2010).

Le diametre des zones de lyse pour chague enzyme et pour chaque levure est mesurée :
» Faible activité : Diametre inférieur a 2 mm
> Activité moyenne : Diamétre entre 2-10 mm

» Et forte activité : Diamétre supérieur & 10 mm
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v’ Réactif de révélation
Solution lugol 1 pour P’activité amylolytique (amylase) :
e Eau distillé 100ml
e lodure de potassium  2g
e lode métalloide I, 1g
Solution lugol 2 pour P’activité pectinolytique (pectinase) :
e cau distille 330 ml
e diiode (I;) 1g
e lodure de potassium (K1) 5g
Rouge Congo 0,1% pour lactivité cellulotique et maltasique :
e RougeCongo 1g
e FEaudistillée 100ml
Na Cl :
e NaCl 58.44gde
e FEaudistillé 1L
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Résultats et discussion

Les levures sont connues des humains depuis des milliers d'années car elles ont été
utilisées dans les processus de fermentation traditionnels tels que la fabrication du vin,
de la biére et du pain. De nos jours, les levures sont également utilisées comme sources
alternatives de protéines, enzymes et vitamines a haute valeur nutritionnelle et ont de
nombreuses applications dans l'industrie des aliments de santé, en tant qu'additifs
alimentaires, agents de conditionnement et agents aromatisants, pour la production de
milieux et d'extraits de microbiologie, ainsi que pour la nourriture du bétail. Les progres
scientifigues modernes permettent [l'isolement, la construction et la production
industrielle de nouvelles souches de levure afin de satisfaire les demandes spécifiques
de l'industrie alimentaire.

1. Isolement des souches de levures

Les levures sont largement distribuées dans la nature et leur aspect ubiquitaire
est encore une fois confirmé par leur présence dans les échantillons biologiques choisis.
Les levures représentent une part notable de la flore microbienne de pelures de pomme
de terre, du yaourt et du miel ou elles sont susceptibles de participer activement aux
différentes modifications biochimiques qui sont a I’origine du développement de la
saveur et de 1I’ardme de ces produits (Schmidt, 1984 et Baroillet et Schmidt, 1990)

L’isolement des levures a partir de trois échantillons 2 denrées alimentaires: le
yaourt (Y) et le Miel (M) et un déchet alimentaire: pelure de pomme de terre (P) a
permis I’obtention de dix-sept souches levuriennes.

Ces souches ont donné une bonne croissance sur les milieux YGC et YPGA, apres
incubation a 25°C pendant 2 a 7 jours.

D’apreés nos résultats, dix souches (59%) proviennent de pelure de pomme de
terre, quatre souches (23%) sont isolées a partir du yaourt et trois souches (18%) sont
d’origine du miel (figure 13). Aussi, nous constatons une forte densité de levure dans

les déchets de pomme de terre.

Dans le but d’obtenir de nouvelles souches de levures productrices de différents
métabolites, différentes équipes de recherche se sont intéressés a 1’isolement des levures
a partir de différentes denrées alimentaires, divers déchets et échantillons comme le sol,
I’eau,..etc (Thapa et al., 2015).
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Figure 13: Fréquence des souches levuriennes

Somdatta et al., (2011) ont isolé 33 souches a partir de 14 échantillons de
différentes sources de nourriture, a savoir, dahi, jaggery et différentes sortes de fruits et
de jus .

Rezki-Bekki (2014) a aussi isolé neuf souches de levure a partir de cing

échantillons (miel, lait, melon, cornichons et datte) .

Selon Hossam et al., (2011) : Cent quatre-vingt dix huit especes de levures ont été
obtenues a partir de canne a sucre, de pommes, de raisins, de prunes et de figues avec
une attention particuliére aux fruits pourris et en décomposition (obtenus sur le marché
local d'Assiout, Assiout, Egypte).

L’étude de Belmaziz et Djalal (2017) a permis I’obtention de 05isolats de levures
collectées du cépage Cinsault cultivé dans la commune Ben Abdelmalek Ramdane.

Il a été signalé par différents auteurs comme Lachance et al., (2003) que les
levures (comme Clavispora lusitanie, Issatchenkla orientalis, Hansenlaspora uvarum)
se trouvent couramment sur la peau des fruits riches en fructose et glucose comme la

peau des raisins (Baffi et al., 2011) et des pomme ( Pando-Bedrinana et al., 2011).
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Aussi dans le jus d’orange ou elles participent a la fermentation (Mingorance-Cazola et
al., 2003). Et a partir des raisins noirs et verts, six levures ont été isolées pour la
production de I’éthanol (Thapa et al., 2015)

12 souche de levure ont été isolé a partir de cing fruits pourris, dont les pommes,

le melon d'eau, le melon, papaye et I’ananas. (Ruriani et al., 2012).

Selon le travail de Matharasi et al., (2018) et 10 souches de levure ont été
obtenues a partir de déchets de bananes (écorces et pseudo-tige de bananes). (Matharasi
etal., 2018).

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

Il est a noter que 1’¢étude réalisée par Galzy et al., (1996) a confirmé la présence
de Clavisporalusitaniae, H. uvarum et Z. bailii dans les fruits, celle d’Issatchenkla
orientaliset de Yarrowia lipolytica dans les laitages et de Zigosaccharmyces rouxii dans

le miel.

selon le travail de Carvalho et al., ( 2010): 24 souches de levure ont été isolées du
miel, Neuf especes ont été identifié, représentant les espéeces suivantes. Candida
magnoliae (25%), Rhodotorula mucilaginosa (17%) et Zygosaccharomyces mellis
(12,5%) et Candida sp. (plus de 45%).

Rezki —Bekki, (2014) a isolé une seul souche de levure a partir du miel provient
de sidi Lakhdar de la région de Mostaganem. Cette levure a été identifiée comme
Zygosaccharomyces rouxii. Et il a été révélé que les levures présentes dans le miel sont
tres résistantes aux sucres (Barnett et al., 1990, Jensen et al., 2003).

Un total de 123 d’isolats levuriens est obtenu a partir de différents échantillons de
produits laitiers de vache, récoltés de la région de Constantine et de grignon d’olive variété
locale « Chemlal» (GOC), obtenu d’une huilerie situ¢e a Skikda (Betaiche, 2014).

Arroyo-Lopez et al., (2006) ont retrouvé la levure Issatchankla orientalis dans les

olives.
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Merabti (2015) ,a isolé une flore de levure a partir de blé dure et de blé fermenté

(lemzeiet).

Ouédraogo (2012), a isolé vingt-cing souches de levures a partir de déchets de

pommes de terre.

Cependant, Temim et Hmaidia (2018) ont isolé 32 souches a partir de déchets de

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

Le lait et les produits laitiers constituent un biotope intéressant pour la flore
microbienne. Lopandica et al ,(2006) ont isolé 513 souches de levures a partir de
différents produits laitiers (99 échantillons : fromage frais (23), fromage blanc (12),
fromage bleu (10), camembére (6), frottis surface affinée semi-fromage a pate dure (10)
fromage a pate molle affiné a surface lisse (11), fromage affiné a moisissure
superficielle (11), fromage a pate molle non affiné (3), yaourt (4), beurre (7), créme sure
(1) et lait aigre(1).

La présence des levures comme Yarrowialipolytica dans le lait de vache, de
chévre et de brebis a été signalé par Suzzi et al., 2001, Guerzoni et al., 2001, Wyder et

Puham, (1999) en raison de la teneur élevée de ces produits en lipides.

Les levures ont éte aussi isolées a partir du fromage et certains produits laitiers car
elles participent a leur affinage comme Clavispora lusitaniae et Issatchenkla orientalis
(EI-Sharoud et al, 2009 ; Wyder et Puham, 1999) ou elle participe a la protéolyse et
la formation de composés d’ardmes dans le fromage type Camembert (Chen et al.,
2011) et dans les yaourts (Lourens-Hattingh et Viljoen, 2002). Aussi, Lee et al.,

(2002) ont isolé Issatchenklaorientalis a partir du Kéfir.

D’autres études ont été, aussi, réalisées sur 1’isolement des levures a partir du

yaourt :

Ozmen et al., (2013)ont isolé 96 isolat de levure a partir de yaourts produits selon
des méthodes traditionnelles dans la région nord-est de I'Anatolie de Turquie.

577 isolats de levure appartenant au différent especes : Debaryomyceshansenii,
Saccharomyces cerevisiae, Mrakiafrigida, Hansenulaspp., Candida parapsilose,
Debaryomycescastellii et Candida maltosa, Schizosaccharomycespombe , Candida
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mogii et Kluyveromycesmarxianus .ont été isolés a partir du yaourt (Regina et
al.,2001) .

D’autre part, 165 souches de levure ont été isolées a partir de 100 échantillons de
sol prélevés dans 10 régions comprenant 10 sites. Les levure obtenues appartiennent aux
espéces suivantes:Lipomycesstarkeyi L. tetrasporus, D. hansenii var. Fabryi et
D.occidentalis ,Debaryomycespolymorphus, Dipodascusspicifer,
Galactomycesgeotrichum,G. reessii, Kluyveromyceslactis, L. kononenkoae, L.
mesembrius, L.spencermartinsiae, Pichia anomala, P. fabianii, P. guilliermondii,
Yarrowiasp. ( Shahida.,2004 )

2. Caracteéres culturaux et morphologiques

Nous avons debuté, notre étude par des cultures en milieu solide afin de
déterminer 1’aspect des cultures de ces souches, la morphologie des cellules isolées, une
éventuelle organisation particuliere des cellules (mycélium ou pseudo-mycélium et leurs
modes de reproduction végétative qui peut se faire par scissiparité ou par
bourgeonnement. Dans ce dernier cas, I’arrangement du (ou des) bourgeon (s) sur la
cellule mére (bourgeonnement mono polaire, bipolaire ou multipolaire) mérite une

attention
2 .1 Etude macroscopique

L’¢étude macroscopique effectuée sur les colonies de souches préalablement
isolées nous a permis de faire une présélection basée essentiellement sur leur

caractéristiques morphologiques telles que 1’aspect, la forme et la couleur.
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Tableau 05 : Caractéres culturaux des souches de levures isolées aprés une culture de 2
jours sur YPGA a 25°C.

Code des souches

Caractéres
macroscopique
culturaux sur YPGA a
25°C.

Aspect des souches

P1

Ronde, la surface lisse
bombée, blanche,
brillante et crémeuse

P2

Ronde, la surface lisse
bombée, blanche,
brillante et crémeuse

P3

la surface lisse bombée,
créme, brillante et
crémeuse

&
=
<

P4

Ronde, la surface lisse
bombée, blanche,
brillante et crémeuse

-

<
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P5

Ronde, la surface lisse
bombée, blanche,
brillante et crémeuse

P6

Ronde, la surface lisse
bombée, créme,
brillante et crémeuse

P7

Ronde, la surface lisse
bombée, blanche,
brillante et crémeuse

P8

Ronde, la surface lisse
bombée, corail ,
brillante et crémeuse
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P9

Ronde, la surface lisse
bombée, blanche,
brillante et crémeuse

P10

Ronde, la surface lisse
bombée, blanche,
brillante et crémeuse

Y1

Ronde, la surface lisse
bombée, blanche,
brillante et crémeuse

Y2

Ronde, la surface lisse
bombée, corail,
brillante et crémeuse
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Y3

Ronde, la surface lisse
bombée, blanche,
brillante et crémeuse

Y4

Ronde, la surface lisse
bombée, blanche,
brillante et crémeuse

M1

Ronde, la surface lisse
bombée, blanche
brillante et crémeuse

M2

Ronde, la surface lisse
bombée, créme
brillante et crémeuse
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bombée, blanche,
M3 brillante et crémeuse
avec contour lisse

2 .2.Etude morphologique microscopique

L’observation au microscope des lames effectuée sur les colonies des souches
nous a permis de définir les formes : variables, sphériques, ovoides, allongées, ronde.
Le mode de reproduction veégétatif se fait par bourgeonnement pour la totalité des
souches. Il est monopolaire pour P3, P6, P7, P9, P10, Y1, Y2, Y3, Y4, M1 et M2 ;
mono et bipolaire pour P1, P2, P4, P5, P8, et mono et multipolaire pour M3.La présence
de pseudomycélium, formé par une succession de bourgeons allongés, a été observée
chez P1, P2, P3, P4, P5, P8, et Y2 (Tableau06).
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Tableau 06 : Caracteres morphologiques des souches de levures isolées cultivées
pendant 2 jours a 25°C dans YPGA.

Code des souches

Forme et taille des
cellules

Aspect microscopique
(grossissement x 100)

P1

Cellules ovoides,
bourgeonnement
monopolaire et bipolaire
Présence de
pseudomycélium

P2

Forme variable ovale a
allongée
bourgeonnement

monopolaire et bipolaire.

Présence de
pseudomycélium

-~
V<

P3

Ronde a ovale
bourgeonnement

monopolaire et bipolaire.

Présence de
pseudomycelium

P4

Ronde
bourgeonnement

monopolaire et bipolaire.

Présence de
pseudomycélium
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P5

Ronde
bourgeonnement

monopolaire et bipolaire.

Présence de
pseudomycélium

P6

Ronde
bourgeonnement

monopolaire et bipolaire

p7

Ronde a ovale
bourgeonnement

monopolaire

P8

Forme variable ovale a
allongée
Bourgeonnement

monopolaire et bipolaire.

Présence de
pseudomycélium
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P9

Grosses cellules, ovoides

Bourgeonnement
monopolaire

P10

Grosses cellules, rondes a
ovales

Bourgeonnement
monopolaire

Y1l

Grosses cellules rondes a
ovoides
Bourgeonnement
monopolaire
scissiparité

Y2

Forme variable souvent
allongée
Bourgeonnement
monopolaire

Présence de
pseudomycélium
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Y3

Grosses cellules rondes a
ovoides
Bourgeonnement
monopolaire

Scissiparité

Y4

Ovoides a allongées
Bourgeonnement
monopolaire

M1

Rondes a ovales
Bourgeonnement
monopolaire

M2

Rondes a ovales
Bourgeonnement
monopolaire
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=P

Rondes

M3 Bourgeonnement
monopolaire et
multipolaire
Présence de
pseudomyceélium

3. Mise en évidence des activités enzymatiques

Dans I’optique d’améliorer et de réduire le cout de I’importation des enzymes, 17
souches de levure ont été isolées de yaourt, de miel et de pelures de pomme de terre, sur
la base de leurs potentialités a produire la protéase, la cellulase, la maltase, 1’a-amylase,
la pectinase et la laccase. Ces enzymes sont tres utilisés dans différentes industrie.
47,06% des levures isolées ont été productrices de protéase 23,53% de la cellulase,
0% de la maltase, 11,76% de I’a-amylase, 11,76% de la pectinase et 5,88% de la
laccase. Les capacités des différentes souches sélectionnées a produire ces principaux
enzymes, ont ensuite eté évaluées. Les levures sont cultivées sur des milieux solides et

spécifiques (appropriés pour chaque enzyme) et incubées a 25 °C pendant 5 jours.

Aprés observation et révélation, les résultats sont rapportés dans le tableau 07 et
les figures (15, 18, 21, 24,27).

Tableau 07 : Mise en évidence des activités enzymatiques des 17 souches de levures
sélectionnées

Protéase | Cellulase | Maltase Amylase Pectinase Laccase
(mm3) | (mm) | (mme) | (mm?) (mm?) (mm?)

P1 - +17 - - -

P2 +21 +22 - - - -
P3 +18 +37 - - - -
P4 +23 - - - - -
P5 +42 - - - - -
P6 +9 . i +16 - -
P7 - - - - - -
P8 - - - - - -
P9 - - - - - -
P10 - - - - - -
M1 - - - - - -
M2 +11 - - - - -
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M3 +15 - - - +55
Y1 + 15 - - - -
Y2 - - - +13 -
Y3 +7 +32 +14 +25 -
Y4 - - - - -

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

capacité d’activités enzymatiques a savoir :
3.1 . Production d’a-amylase

L’étude a montré que seulement deux souches (P6 et Y3) sont capables de
produire 1’a-amylase car elles montrent aprés révélation avec le lugol 1 des zones
claires (figurel5) avec un diamétre de 16mm? et de 14mm? respectivement (tableau 07
et figure 16). Elles sont réparties selon 1’origine comme suit : 50% de déchets de
pomme de terre, 50% de yaourt (figureld). Les résultats indiquent aussi que la
meilleure levure pour la production de I’ a-amylase est la souche P6 puisque qu’elle

montre la grande zone de lyse et donc elle représente la meilleure production (figurel6)

Figurel4: Fréquence des souches productrices d’a-amylase
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Y3 pé

Figure 15: Mise en évidence de 1’a-amylase

Diametre

(mm)

16 -
15,5 A
15 - m Amylase

14,5 -+

13,5 -+
souches

13

P6 Y3

Figure 16 : Production qualitative de 1’a-amylase

3.2. Production de la cellulase CMCase

D’apres les résultats, il ressort que 04 souches (Y3 ,P2, P1 et P3) sont productrice de
la cellulase (tableau 07 ) car elles montrent aprés révélation avec le rouge congo des
zones claires (figurel18) . Elles sont réparties selon 1’origine comme suit : 75% de
déchets de pomme de terre, 25% de yaourt (figurel7) .Les résultats indigquent aussi que
la meilleure levure pour la production de CMCase (cellulase) est la souche P3 car elle

montre la grande zone de lyse (figurel9).
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Figurel?7: fréquence des souches productrices de cellulase

P2 Y3
Figurel8 : Mise en évidence de la cellulase
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Diametre
(mm)

35 1

30 4
25 A
20 M Cellulase
15
10 A
5 souches
P1 I P2 I P3 I Y3 I

Figure 19 : Production qualitative de la cellulase

3.3. Production de la Protéase

Les résultats de la production qualitative de la protéase sont présentés dans le
(tableau 05). Aprés incubation, 09 souches ont montrée des zones claires (figure 21) :
56% sont d’origine de pelures de pomme de terre, 22% proviennent du yaourt et 22%

sont isolés du miel (figure 20).

Figure20 : Fréquence des souches productrices de protéase
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Il ressort que la souche P5 (42mm?) est la meilleure pour la production
protéasique, suivie de P4 (23mm?), P2 (21mm?), P3(18mm?), puis M3et Y1 qui
montrent une production moins importante (15mm?2), M2 (11mm2), P6 (9mm2) et enfin
Y3 qui présente I’activité la moins importante (7mm?) (tableau 07 et figure 22).

Cependant la meilleure production est montrée par la souche P5 suivie de P4.

Alors que la souche Y3 a montré une production moyenne (7mm?2).
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P4

Y1 Y3

P5
Figure21 : Mise en évidence de protéase
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Diametre
45

(mm)

40
35
30
25
B Amylase
20
15

10

5 Souches

(mm)

p2 P3 P4 P5 P6 M2 M3 Y1 Y3

Figure 22 : Production qualitative de la protéase
3.4. Production de la pectinase

Les résultats montrent que 2 souches (Y2, Y3) d’origine yaourt (100%)sont
productrice de la pectinase (tableauO7,figure 23 ). Apres la révélation avec lugol2 ;des
zone claire de (25mm2) de diameétre pour Y3 et (13 mm?) pour Y2 (figure24).

Nous concluons que la souche Y3 est plus performante pour la production
pectinasique (figure25).

Figure23 : Fréquence des souches productrices de pectinase.
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Y3

Y2

Figure 24 : Mise en évidence de pectinase

Diametre
(mm)

M pectinase
20 4
15 A
10 A
5 | souches
0 T T

Y2

Y3

Figure 25: Production qualitative de la pectinase

3.5. Production de laccase

Cette étude montre que, uniquement, la souche M3 est productrice de cette

enzyme (tableau 07) car elle montre, aprés révélation, un anneau jaune (figure27) avec

un diamétre de 55 mm?2 (figure 28). Cette souche est d’origine du miel (figure 26).
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Figure26 : Fréquence des souches productrices de laccase.

M3

Figure 27 : Mise en évidence de laccase
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Diametre
(mm)

W L ACCASE

50 -
40 A
30 -

20 1 e | souches

M3

Figure 28 : Production qualitative de laccase
3.6. Production de la maltase
Cette études montre qu’aucune souches productrice de cette enzyme (tableau 7) .

En conclusion, la meilleure souche pour la production de la protéase est P5 (zone
de lyse de 42 mm?), celle pour la cellulase est P3 (zone de lyse de 37 mm?). Aucune des
levures isolées n’est productrice de la maltase. La souche la plus performante pour la
production a-amylasique est la souche P6 (zone de lyse de 16 mm?). Pour la production
de la maltase, la souche Y3 est la meilleure (avec une zone de lyse de 25 mm?) et la
seule souche productrice de la laccase est M3 avec une zone de lyse de 55 mm?.
Cependant, nous constatons que la souche Y3 est une levure a production mixte de
quatre enzymes : o-amylase, protéase, pectinase et cellulase avec une activité
cellulasique, pectique et a-amylsique relativement plus importantes que [’activité
protéolytiques, aprés 48 h d’incubation a des températures de croissance dépassant les
25°C. La souche P6 est productrice de deux enzymes : Protéase (9 mm?) et a-amylase
(16 mm?) et la souche M3 est capable de montrer deux activités enzymatiques : protéase

(zone de lyse de 15 mm?) et laccase (zone de lyse de 55mm?)

Différentes études ont isolées les levures a partir de différents échantillons

végétaux, déchets agroalimentaires, denrées alimentaires. . .etc.
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Feillet, (2000) a isolé, une trentaine de souches levuriennes amylolytiques, a
partir des grains de blé. Par sa composition riche en amidon, en matiére azotée et en
matiere minérale, le grain de blé constitue une bonne source pour l’isolement de

levures.

Dali et Hamame (2016) ont étudié I’activit¢ d’a-amylase, de maltase , de
pectinase etde cellulase chez levure Clavispora lusitaniae isolée a partir des grains de

blé d’une région aride (Biskra).

L’étude de Aichour (2017) a permis la mise en évidence de différentes activites
enzymatiques: a-amylasique, protéolytique, maltasique, cellulasique et pectique chez
deux souches Meyerozyma guilliermondii et Clavispora lusitaniae ABS7 isolées

d’écosystemes arides, region de Biskra, Sud Algérien.

Différentes levures ont été étudiées pour la production de la cellulase comme
Yarrowia lipolytica (Boonvitthya et al., 2013),Candida easanensis (Thongekkaew et
al., 2014), Pichia stipitis (Bhatia et al, 2015),Saccharomyces cerevisiae(Van Zyl et al.,
2016)et Clavispora sp.nrrl (Wang et al., 2016).

Selon Aline et al., (2011): 89 isolats de levure, collectés de différents sites de

I'Antarctique ont été identifiés. Ces levures appartiennent aux Aureobasidium pullulans,

Bensingtonia yamatoana, Candida glaebosa, L.spencermartinsia , C .zeylanoides,
Cryptococcus antarcticus, Cr.victoriae, Debaryomyces hansenii, Dioszegia aurantiaca,
D.crocea, D.hungarica, Dioszegiasp, Exophiala xenobiotica, Filobasidium  sp.,
Issatchenkia(Pichia) ,orientalis, Kodamaea ohmeri, Leuconeurospora sp, .fragaria,L.
muscorum, Leucosporidium  scottii, Metschnikowia australis, Microglossum
sp.,Microglossum sp, Nadsoniacommutate , Pichia guilliermondii, Rhodotorula glaciali,
Rhodotorula. laryngis, Rhodotorula. mucilaginosa, Sporidiobolus salmonicolor. Les
activités de cellulase et d’estérases étaient les plus fréquentes, elles sont présentes dans

76% des isolats.

Ferhat et Laklouka (2015) ont sélectionné six souches levuriennes productrices
d’a-amylase a partir du blé dure (Triticum durum) locale de la wilaya d'EI-Oued, et la

production a-amylasique est optimisée sur un milieu a base de jus de datte.
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Selon le travail de Benssalem et al.,(2001), quatre isolats de levure Candida
tropicalis (Ctl, Ct2 et Ct3) et Candida guilliermondii (Cg) productrices d’a- alpha

amylase ont été obtenues a partir de la pomme de terre.

Kermiche, (2013) a isolé 03 souches levuriennesa partir de deux échantillons de
blé fermentés, Les trois levures montrent des activités amylolytiques, protéolytiques et
lipolytiques.

Une trentaine de souches levuriennes ont été isolée a partir des grains de blé dont
une douzaine de souches de levures productrices d’a-amylase et de pullulanase
thermostables. Ces souches appartiennent a Clavispora lusitaniae ; Pichia
guilliermondii, Pichia carribica, Myerozyma guilliermondii et Rodotorula rubra
(Djekrif, 2016).

Selon Boulefkhad et Talhi (2018), une seul souche de levure a été isolée a partir
du sol provient du Hammam Debegh, Guelma, Algérie. La mise en évidence de la
production de quatre enzymes : protéase, a-amylase, cellulase et pectinase a été
réalisée. Aussi, Bennamoun ( 2017), a isolée une vingtaine de souches de levures a
partir du sol de la région d’EIM’gheir Wilaya d’El-Oued, les souche ont été identifiées :
02 souches de Clavispora lusitaniae, 02 souches de Cryptococcus magnus, 12 souches
de Meyerozyma guilliermondii ; cette levure a montré une activité de lipase et
d’estérase,01 souche d’Aureobasidium pullulans produit de différentes activités
enzymatiques : pectinase , amylase,estérase, protéase et lipase, 03 souches de Yarrowia
lipolytica ont donné des activités enzymatiques pour la lipase et I’estérase.L’isolement
des levures a partir d’un sol agricole a permis 1’obtention de 15 souches appartenant a :
Saccharomycétales (Hanseniaspora uvarum , Pichia kluyveri , Hanseniaspora opuntiae

, Meyerozyma guilliermondii et Saccharomyces cerevisiae) (Labbani,2015).

Les levures ont ét¢ aussi isolées pour la production d’autres métabolites. (Zahida
et al ., 2014), ont isolédes levures capables de produire de 1’éthanol a partir de pommes,
d’oranges,de bananes et d’autres fruits disponibles localement et servent donc de niches

écologiques facilement disponibles pour I’isolement des microorganismes .
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Conclusion général

Cette étude a permis de répondre aux différents objectifs préalablement fixés.

Un lot de souches de levures isolées a partir de yaout, miel et pelures de pomme de
terreet contribue aujourd’hui a enrichir la mycothéque du laboratoire d’un ensemble de
souchesdont les spécificités métaboliques présentent un intérét certain. Il offre au Laboratoire
laperspective d’études diverses et plusieurs travaux sur cette mycocénose vont étre réalisés
dansle cadre de mémoires de Master.

Le nombre total de ces isolats a été estime a dix-sept souches : dix souches sont isolés
apartir de déchet de pomme de terre (59%), quatre souches proviennent du yaourt (23%)
ettrois souches sont d’origine du miel (18%). Ces souches ont été sélectionnées selon
lacroissance rapide sur YPGA a 25°C.

Un screening est réalisé sur milieu solide pour la mise en évidence de 07 enzymes
asavoir : alpha-amylase, pectinase, maltase, Protéase, cellulase et laccase. Les souches
testéessont cultivées sur un milieu a base de substrat inductible pour chaque enzyme. Ces
milieuxsolides sont incubés a 25°C pendant 3 a 5 jours. Les résultats ont montré que la

majorité desisolats étudiée sont productrices d’enzymes :

L’activité a-amylasique : 10% de souches isolées de déchets de pomme de terre (P)
sont productrices d’a-amylase: 0% du miel, 25%du Yaourt.

L’activité protéolytique : 50% de souches isolées de déchets de pomme de terre (P)
sont productrices d’a-amylase: 66,66% du miel, 50% du yaourt

L’activité cellulasique : Déchets de pomme de terre: 30%, le miel: 0%, yaourt:25%
L’activité pectinolytique Déchets de pomme de terre: 0 %, le miel: 0%, yaourt:50 %)
L’activité de laccase Déchets de pomme de terre:0 %, le miel:33,33 %, yaourt: 0%)

L’activité maltasique Déchets de pomme de terre : 0%, le miel: 0%, yaourt: 0%

D’apres les résultats, il ressort que
- aucune souche n’est productrice de la maltase,
-La souche Y3: révélé la présence de 04 enzymes : pectinase, cellulase, protéase et a-
amylase.
-La souche M3 : révélé la présence de 02 enzymes : protéase et laccase est la seule
souche levurienne productrice de laccase.
-Les souches P2 et P3:révélé la présence de 02 enzymes : cellulase et protéase .
-La souche P6 révélé la présence de 02 enzymes : a-amylase et protéase .

-Les souches P4, P5, M2 et Y1:revéle la présence d’un seul enzyme : la protéase.
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Nous concluons que la levure Y 3 est la meilleure en raison de sa grande diversité pour

la production d’enzymes.

La souche Y3, a production mixte de pectinase, cellulase, protéase et a-amylase.

est tres intéressante car elle peut étre utilisé en bioraffinerie ou raffinerie du végétal dont
leconcept se base sur I’hydrolyse enzymatique totale des polysaccharides, cellulose et
amidon,en glucose. Le glucose sera ensuite transformé en acide succinique pour la fabrication
desfilms agricoles et en coating ou en sorbitol puis en isosorbides pour la fabrication
desplastifiants et les matériaux de performances. Cette souche peut également étre destinée
aplusieurs industries : alimentaire pharmaceutique, des détergents, du textile, ... etc.

Aussi, la souche M3, productrice de la laccase peut avoir plusieurs applications
industriellescomme 1’industrie alimentaire, celle du textile, des colorants, de la pate a papier,

dans la décontamination des eaux industrielles et aussi dans la production du Bioethanol.

Cette étude de la mise en évidence et la production des enzymes par des souches
levuriennes a donné des résultats trés encourageants qui devront étre complétés par les
perspectives suivantes :
»> Identification des souches
> Etude de la production quantitative, en fermentation liquide ou solide, des enzymes
révélées par les levures isolées
> Optimisation du milieu de production a base de déchets alimentaires et industriels,
pour un meilleur rendement et un faible codt.
» Purification des enzymes produites, pour un usage alimentaire ou pharmaceutique
» Rechercher chez ces levures d’autres enzymes d’intérét, pouvant ouvrir a d’autres

applications industrielles.
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Abstract :

The aim of this work is the isolation of yeasts from Algerian biotopes and the selection
of strains that possess interesting bioproduction capacities. The isolation was carried out
on three samples: yoghurt, honey and potato peels. These microbial niches have allowed
the isolation of 17 strains depending on rapid growth on YPGA at 25°C. A macroscopic
study to determine the cultural characteristics of isolated yeast strains after a 2-day
culture on YPGA at 25°C, as well as a microscopic study to determine the shape, size
and budding were performed. The enzymatic potential of the isolates studied was
evaluated to produce 06 different activities by the growth of microorganisms on
different substrates. The enzymes studied are a-amylase, pectinase, maltase, cellulase,
protease and laccase. The results showed that the most effective strains for a-amylase,
cellulase, protease, laccase and pectinase are P6, P3, P5, M3 and Y3 respectively. No
strain produces maltase, strain M3 has the ability to produce 02 enzymes (protease and
laccase). Also, P2and P3 strains produce 02 enzymes (cellulase and protease) and
similarly, P6 strain revealed the presence of 02 enzymes (a-amylase and protease). As
for the P4, P5, M2 and Y1 strains, they are proteolytic yeasts. However, strain Y3
isolated from yoghurt is capable of producing 04 enzymes (pectinase, cellulase, protease
and a-amylase). Due to its great diversity for enzyme production, strain Y3 is very
interesting and can be used in several industries: food, detergents, textile,
pharmaceutical... etc. Also, the M3 strain, which produces the laccase, can have several
industrial applications such as the food industry, the textile industry, dyes, pulp and
paper, in the decontamination of industrial water and also in the production of

Bioethanol.

Keywords: yeast , a- amylase, pectinase, cellulase, protease and laccase
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Résumé :

Le but de ce travail est I’isolement des levures a partir de biotopes algériens et la sélection
des souches qui possedent des capacités intéressantes en termes de bioproductions.
L’isolement a été réalisé a partir de trois échantillons : le yaourt, miel et les pelures de la
pomme de terre. Ces niches microbiennes ont permis I’isolement de 17souches selon la
croissance rapide sur YPGA a 25°C. Une étude macroscopique pour déterminer les
caractéres culturaux des souches de levures isolées aprés une culture de 2 jours sur YPGA a
25°C, ainsi qu’une étude microscopique pour connaitre la forme, la taille et le
bourgeonnement ont été réalisées. Le potentiel enzymatique pour produire 06 activités
différentes des isolats étudiés a été evalué par la croissance des microorganismes sur
différents substrats. Les enzymes étudiées sont a-amylase, pectinase, maltase, cellulase,
protéase et laccase. Les résultats ont montré que les souches les plus performantes pour 1’ a-
amylase, la cellulase, la protéase, la laccase et la pectinase sont P6, P3, P5, M3 etY3
respectivement. Aucune souche n’est productrice de la maltase, La souche M3 a la capacité
de produire 02 enzymes (protéase et laccase). Aussi, les souches P2 et P3 produisent 02
enzymes (cellulase et protéase) et de méme, la souche P6 a réveéle la presence de 02 enzymes
(a-amylase et protéase). Quant aux souches P4, P5, M2 et Y1 sont des levures
protéolytiques. Cependant, la souche Y3 isolé a partir du yaourt est capable de produire 04
enzymes (pectinase, cellulase, protéase et a-amylase). En raison de sa grande diversité pour
la production d’enzymes, la souche Y3 est tres intéressante et elle peut étre utilise dans
plusieurs industries : alimentaire, des détergents, du textile, pharmaceutique.. etc. Aussi, la
souche M3, productrice de la laccase peut avoir plusieurs applications industrielles comme
I’industrie alimentaire, celle du textile, des colorants, de la pate a papier, dans la
décontamination des eaux industrielles et aussi dans la production du Bioéthanol.

Mots clés : levure, a--amylase, pectinase, , cellulase, protéase et laccase.
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