
 

REPUBLIQUE ALGERIENNE DEMOCRATIQUE ET POPULAIRE 

MINISTERE DE L’ENSEIGNEMENT SUPERIEUR ET DE LA  

RECHERCHE SCIENTIFIQUE  

UNIVERSITE ECHAHID HAMMA LAKHDAR D’EL-OUED 

FACULTE DES SCIENCES DE LA NATURE ET DE LA VIE 

DEPARTEMENT DE BIOLOGIE CELLULAIRE ET   

MOLECULAIRE  

 

MEMOIRE DE FIN D’ETUDE 

En vue de l’obtention du diplôme de Master Académique 

Filière : Sciences Biologiques 

Spécialité : Biochimie Appliquée  

 

THEME 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Présenté par :  

                             KHERRAZ Zineb et LORBI Sara 

 

Soutenue le :30/05/2015 devant le jury composé de:  

Président Mr. HAMAD Brahim MAA Université d’El-Oued 

Promoteur Mr. LAICHE Ammar Touhami  MAA Université d’El-Oued 

Examinatrice Mme TOUMI Ikram MAA Université d’El-Oued 

 

Année universitaire 2014/2015 

 

Contribution à l’étude de l’influence des paramètres 

physico-chimiques sur l’activité amylolytiques des 

levures 

 

 

N° d’ordre : 
N° de série : 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Remerciements 

 

Nous tiens à remercier en premier lieu ALLAH, le tout Puissant de nous avoir donné 

courage, santé et patience pour achever ce travail. 

Nos remerciements les plus sincères s'adressent  à notre honorable encadreur Monsieur  
LAICHE AMMAR  TOUHAMI (maitre assistant class A à l’université ECHAHID 
HAMMA LAKHDAR  D’EL-OUED) qui a bien Voulu diriger ce travail, pour ses conseils, 
sa compétence et sa gentillesse qui nous permis de bien mener ce travail. 
 

Monsieur  HAMAD BRAHIM qui nous avons fait l’honneur de présider ce Jury ; 

Madame TOUMI IKRAM pour l’honneur qu’elle  nous avons  fait en participant à ce Jury. 

Nos remerciements s’adressent également à tous les gens qui travaillent à la station INRAA 

de Sidi Mehdi-Touggourt,  au Chef de laboratoire de technologies agro-alimentaires de 

l’INRAA Mademoiselle DJAFRI Kouther pour leur générosité et grande gentillesse.  

Nous remercions également les responsables de laboratoire VTRS au département de Science 

Et  Technologie dans notre université  et spécialement monsieur TLIBA ALI et 

mademoiselle HAMMAMI Hadia pour avoir facilité le travail au laboratoire. 

 Nous associons à nos remerciements toute l’équipe du laboratoire de microbiologie et de 

biochimie 

, tous nos enseignants qui nous accompagne tout au long de notre démarche. 

Nous tenons à remercier spécialement Messieurs  ALIA Zaid , DEROUICHE Samir , pour 

leurs aide précieuse de tous les jours. 

Monsieur DAHMANI chef de laboratoire des analyses au niveau d’hopital Ben Omor El 

Gilani D’el Oued, Monsieur à la pharmacie  Ben Aicha à El Magran et Madame 

OUAHRANI OUAHIDA laborantine au CEM Ben Zaoui, Touggourt   

Notre reconnaissance et nos grand respect s’adressent à la source de bonheur «nos parents» 

qui nos soutenue avec patience et prouvé leur confiance. Nous  leur exprime notre 

éternelle gratitude. 

Enfin, un grand merci à tous qui ont contribué de prés ou de loin à la réalisation de ce 

travail. 

 

 

 



Résumé  

Ce travail s’intéresse à la production d’α-amylase par des levures isolée des sols  et 

eaux salé, et cultivées  sur  des milieux à base de lactosérum. Pour cela des prélèvements ont 

été effectués au niveau de 2 sites différents ; Lac de Tindla et El Chott  située dans  la wilaya 

d’El Oued.  

La première partie de l’étude consiste à purifier les souches fongiques ayant une 

activité amylolytique. Après isolement et purification sur milieux Saboraud et PDA, nous 

avons obtenu 16 souches dont 8 possèdent une activité amylasique. Parmi ces dernières, 4 

souches (TEB, TSB, SSB et SEB) ont été sélectionnées pour la  fermentation selon les zones 

d’hydrolyse sur milieu PDA (1% amidon). 

Le milieu de fermentation a été préparé à base de lactosérum camelin, bovin et caprin. 

L’analyse de ces derniers a montré leurs richesses  en  sucres (autour de 40 g/l), en sels 

minéraux (10g/L) et le faible teneur en protéines (environ 1 ,5 g/L).  

 L’étude cinétique de la production de l’ α-amylase sur ces milieux, montre que les 

souches assurent le pH optimum pour la production de l’enzyme en abaissant le pH de milieu 

au pH =4, alors que les profils de biomasse s’évoluent  pour atteindre des valeurs élevées 

(maximum de 21g/L par TEB) à la fin de fermentation.  

 L’optimisation de la production nous  a permis de considérer que la souche SSB  

comme la plus performante par rapport à sa production  d’α- amylase (771U), après 72 heures 

de fermentation dans le lactosérum camelin, ainsi que  le lactosérum caprin comme milieu   

optimal pour la production de l’enzyme par les souches sélectionnées en assurant une activité 

amylasique autour de 600U.    

Mots clés : L’α-amylase, Levures amylolytiques, Lactosérum, Fermentation, 

Optimisation. 
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Introduction  

Au cours des dernières années, les microorganismes ont apporté une contribution 

significative dans certains domaines industriels, où diverses industries dépendent en grande 

partie de leurs métabolites. Cependant, les souches fongiques sont considérées comme les 

microorganismes les plus importants en biotechnologies pour leur fort potentiel de 

développement. (SICARD., 1982). Dans ce contexte, les levures ont occupé une place 

primordiale dans des industries agroalimentaires (brasserie, cidrerie et fromagerie) (BOTTON 

et al., 1999). 

Les levures sont des eucaryotes unicellulaires, ayant des capacités à se multiplier 

rapidement car elles sont moins exigeantes en nutriments. Elles sont facilement mis en ouvre 

dans d’autres exploitations (culture, recherche et applications industrielles) par rapport aux 

procaryotes (POL., 1996) et possèdent un capital génétique qui subit peu de mutations. 

Actuellement, ces eucaryotes, par leur capacité à produire des métabolites fonctionnels, sont 

mis à contribution dans l’élaboration de biomédicaments ; de plus  ils constituent un vaste 

réservoir de catalyseurs biologiques (les enzymes) (SACI., 2012) 

Par ailleurs, l’usage des préparations enzymatiques s’est considérablement développé 

dans de nombreux secteurs de la bio-industrie. Les enzymes amylolytiques, les α-amylases en 

particulier, sont les plus importantes parmi les enzymes commercialisées à cause de la 

diversité de leur application (tels que l’industrie alimentaire humaine et animale, les 

détergents pour lessives, l’industrie des tanneries et l’industrie pharmaceutique) (BOTTON et 

al., 1999). 

Les amylases, proviennent de différentes sources (plantes, animaux et 

microorganismes), cependant celles d’origine microbienne sont les plus utilisées 

industriellement (BURHAN et al., 2003).L'intérêt pour les amylases fongiques (moisissures et 

levures), a augmenté ces dernières années, où plusieurs investigations sont menées sur les 

enzymes amylolytiques extracellulaires secrétées par les genres Lipomyces, 

Saccharomycopsis et Schwanniomyces (DE MOT et VERACHTERT., 1985). 

Toutefois, la production d’α-amylase par des procédés biotechnologiques 

(fermentations), nécessite non seulement l’identification et la sélection des microorganismes 

amylolytiques, mais également le choix d’un substrat de fermentation à faible coût d’une part, 

et convenable en point de vu de son composition en élément nutritifs nécessaires au 

développement des microorganismes et la production d’α-amylase d’autre part. 
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De nombreux sous-produits rejetés par l’industrie alimentaire tels que, le lactosérum, 

les déchets d’oranges et de datte, peuvent être récupérés et utilisés dans différents secteurs 

industriels et agricoles, selon leurs caractéristiques et les possibilités des marchés 

(alimentation animale et humaine). Le lactosérum par sa richesse en lactose, en protéines 

solubles et en sels minéraux a incité plusieurs laboratoires à tenter de valoriser en l’utilisant 

comme substrat de production de différents produits ; levure de boulangerie, acide lactique 

(GANA et TOUZI, 2001) et enzymes (MIYAKAWA., 1992).  

Cette caractéristique que nous allons exploiter dans ce travail ayant l’objectif d’étudier 

la production d’α-amylase par des levures autochtones isolées à partir des sols et des eaux de 

chott dans la région d’El Oued et cultivés  dans un milieu à base de lactosérum. Cette étude 

ayant trois volets d’investigation complémentaire :  

 L’isolement des levures à partir de  différents milieux (Lac de Tindla et El 

chott), puis la sélection des souches amylolytiques. 

 La  production des amylases par les souches sélectionnées et cultivées sur trois 

types des milieux de fermentations (lactosérum camelin, caprin et bovin). 

 Lae suivi de l’évolution des paramètres  de la production de l’enzyme, dans le 

but de déterminer la souche la plus performante et le milieu favorable à la production des 

amylases. 

Notre document sera structuré en deux parties dont la première est une synthèse 

bibliographique contenant des connaissances générales sur les levures, l’α-amylase et le 

lactosérum.  

La seconde partie rapporte la méthodologie adoptée lors de la présente étude, et 

expose nos résultats obtenus avec leur discussion. Finalement, on termine ce document par la 

conclusion avec les perspectives.  

 



 

 
 

 

 
 
 

PREMIÈRE PARTIE : 
SYNTHÈSE 

Bibliographique 
 

 

 



 

 
 

 
 
 
 

CHAPITRE I : 

Les levures 
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Chapitre I. les levures  

I.1. Historique  

Les levures sont les premiers micro-organismes utilisées par l’homme depuis des 

millénaires, en particulier dans la fabrication des boissons alcoolisées et de pain par 

fermentation (BOUIX et LEVEAU., 1991 et Pol., 1996). Elles sont également les premiers 

micro-organismes à être observés au microscope par Van Leeuwenhoek en 1680 qui les a 

dessinées. Ce n’est qu’avec les travaux de Pasteur (1866-1876) que le rôle des levures dans la 

fermentation alcoolique a été mis en évidence. A la même époque, la levure fut à l’origine du 

développement de la biochimie avec notamment les travaux de Büchner. A l’heure actuelle, 

les levures constituent un matériel expérimental de choix en raison de leur double état de 

micro-organismes et d’eucaryotes (POL., 1996). 

I.2. Définition 

Le mot levure, selon Phaff et al., (1968), provient du mot latin « levare » qui se traduit 

par «soulever».Type de cellules de champignons. Au sens propre, les levures sont des cellules 

capables par fermentation oxydative des glucides, de produire du dioxyde de carbone faisant 

«lever» les pates .Elles présentent la particularité d’émettre des bourgeons polaires ou 

latéraux, générateurs d’autres cellules, identiques à la cellule mère (EUZÉBY., 2008). 

Les levures sont des champignons unicellulaires sur une partie ou sur l’ensemble de 

leur cycle végétatif. Certaines peuvent former des associations cellulaires, ou se présenter 

sous forme filamenteuse à certains stades de leur vie (BOUIX et LEVEAU., 1991). 

I.3. Habitats 

Les levures sont des espèces 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) (LECLERC., 1975 et OTENG-GYANG., 1984). On trouve également 

des levures à la surface ou à l’intérieur d autres êtres vivants, dans les eaux, dans l atmosphère 

et dans le sol (LEVEAU et BOUIX., 1993 et POL., 1996). Par ailleurs, le sol constitue un 

large réservoir assurant leur survie dans des conditions défavorables (LECLERC., 1975). 

I.4. Caractères des levures 

Les levures peuvent être définies comme des eucaryotes microscopiques. Elles sont 

des hétérotrophes faisant partie du groupe des champignons dont on les distingue par leur 

http://www.google.dz/search?hl=ar&tbo=p&tbm=bks&q=inauthor:%22EUZ%C3%89BY%22&source=gbs_metadata_r&cad=6
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caractère unicellulaire et l’absence de vrai mycélium (au moins dans la plus grande partie de 

leur cycle biologique) (GUIRAUD., 1998). 

Les levures se développent, soit en surface, soit en profondeur des aliments (milieux 

solides ou liquides). Certaines levures sont cultivées industriellement et commercialisées pour 

leurs propriétés particulières de fermentation des sucres et de transformations partielle de 

ceux-ci en alcool et en gaz (production de bière et d’autres boissons alcoolisées fermentées, 

production de pain en utilisant la levure de boulangerie).En général, les levures ne provoquent 

pas de dangers pour la santé, même si certaines altèrent les aliments en les rendant impropres 

à la consommation  (FAO.,2007). 

I.5. Morphologie et structure 

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 et de plus d’un chromosome (saccharomyces cerevisiae a 16 chromosomes) 

(LABRECQUE., 2003).Les levures sont constituées par des cellules isolées de forme ovale ou  

ronde mesurent 3 à 10 micromètres de diamètre, soit plus de 10 fois la taille des bactéries 

(Fao., 2007).Leurs cellules sont généralement ovoïdes et leur taille varie de quelques microns 

à 30 microns (BOUIX et LEVEAU., 1991). Les levures se différencient nettement des 

bactéries par leur structure cellulaire eucaryote, le cytoplasme contient les organites habituels 

des végétaux supérieurs non photosynthétiques (GUIRAUD., 1998). 

I.6. Reproduction 

Les levures ont un mode de multiplication bien spécial. Elles se reproduisent aussi 

bien par un cycle asexué (végétatif) que par un cycle sexué (sporulation) en fonction des 

conditions favorables ou défavorables du milieu (LARPENT et LARPENT-GOURGAUD., 

1997). 

Pour la plupart des levures, la reproduction asexuée est la forme majeure de 

multiplication (BONALY., 1991). Elle s’effectue par bourgeonnement ou par fission 

(scissiparité) à partir d’une cellule mère (Figure1). 

La reproduction sexuée s’effectue par conjugaison des deux cellules qui donnent 

naissance à un Zygote. Après différenciation et méiose un asque à 4 ascospores haploïdes se 

forme (OTENG-GYANG., 1984) (Figure2). 

 

 

 

 

http://www.google.dz/search?hl=ar&tbo=p&tbm=bks&q=inauthor:%22Fao%22&source=gbs_metadata_r&cad=6
http://www.google.dz/search?hl=ar&tbo=p&tbm=bks&q=inauthor:%22Fao%22&source=gbs_metadata_r&cad=6
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Figure 1 : Division de cellules levuriennes par bourgeonnement 

(KWON-CHUNG et BENNETT., 1992) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 2 : Cycle de reproduction de la levure (LECLERC et al., 1995) 
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I.7. Classification 

Les levures sont classées d’après leur forme, leur possibilité de former un voile, de 

fermenter les sucres, de les assimiler (glucose, galactose, saccharose, maltose, lactose, 

raffinose). Toute souche incapable de fermenter le glucose, ne peut fermenter aucun autre 

sucre. Toute souche capable de fermenter le glucose, fait également fermenter le fructose et le 

mannose. 

Le raffinose, sucre en C18, peut être fermenté complètement ou seulement le tiers de 

sa molécule. L’assimilation des nitrates, l’utilisation de l’éthanol, la production de pigments, 

sont aussi des critères de classification. En particulier, de nouveaux critères taxonomiques 

sont pris en considération pour permettre des études plus rigoureuses. La classification de 

référence est actuellement celle de Kreger-Van (1984) qui présente des changements sensibles 

Il s’agit d’un groupe hétérogène, qui d’un point de vue taxonomique, comprend une 

soixantaine de genres et prés de 500 espèces (KREGER-VAN., 1984). Les levures se divisent 

en 3 grandes classes : 

I.7.1. Levures Ascomycètes (Hémiascomycètes) 

Elles forment notamment la famille de Saccaromycetaceae divisée en 4 sous-familles: 

 Les Schizosaccharomycetoideae sont des levures à mycélium et anthrospores ; 

 Les Saccharomycetoideae possèdent des cellules bourgeonnantes et ont des spores non 

fusiformes.  

 La sous famille des Nadsonioideae à bourgeonnement biopolaire ; 

 Les lipomycetoideae à bourgeonnement et asque en sac (ALPHONSE., et al., 2004). 

I.7.2. Levures Basidiomycètes 

Elles présentent une reproduction sexuée à basidiospores. Cette classe comporte peu 

de levures d’intérêt industriel (ALPHONSE., et al., 2004). 

I.7.3. Levures Deutéromycètes (sans sexualité) 

 Regroupent l’ensemble des levures ne présentant pas de mode connu de reproduction 

sexuée, ne se multipliant que par reproduction végétative. (BOUIX et LEVEAU., 1991). 

Selon Alphonse (2004), elles constituent la famille des Cryptococcaceae qui est 

divisée en 4 sous-familles (tableau 01): 

 Les Cryptococcoideae sont des levures à cellules bourgeonnantes, elles ne forment pas 

d’arthrospores et n’ont pas de pigments. 

 Les Rhodotoruloideae (Rhodotorula) sont pigmentés ;  

 Les Trichospororoideae (Rhodotorula) forment des arthrospores,  

http://www.google.dz/search?hl=ar&tbo=p&tbm=bks&q=inauthor:%22Alphonse+Meyer%22&source=gbs_metadata_r&cad=6
http://www.google.dz/search?hl=ar&tbo=p&tbm=bks&q=inauthor:%22Alphonse+Meyer%22&source=gbs_metadata_r&cad=6
http://www.google.dz/search?hl=ar&tbo=p&tbm=bks&q=inauthor:%22Alphonse+Meyer%22&source=gbs_metadata_r&cad=6
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 Les Sporobolomycetoideae qui contiennent peu d’espèces. Quelques-unes appartenant 

au genre Sporobolomyces sont rencontrées parfois comme contaminants des denrées 

alimentaires.  

Tableau 1 : classification simplifiée des levures (ALPHONSE., et al., 2004) 

 

I.8. Physiologie et croissance 

I.8.1. Besoin nutritif 

Pour se maintenir, croître et se reproduire, la levure doit trouver dans son milieu 

externe les éléments nécessaires à la synthèse cellulaire et des conditions physicochimiques 

favorables. 

I.8.1.1. Sources de carbone 

Les sources carbonées sont d’une grande importance pour les champignons 

puisqu’elles fournissent le carbone exigé pour la biosynthèse de constituants cellulaires variés 

tels que les glucides, les lipides, les protéines, les acides nucléiques etc. (BOTTON ., 1991). 

Les levures utilisent des sucres comme source principale de carbone et par conséquent 

d’énergie. Les sources les plus efficaces sont des oses (glucose, fructose et mannose) qui sont 

utilisables par plus de 400 espèces identifiées (POL, 1996). 

Classes Ordres Familles Sous-familles Genres 

Ascomycètes  Endomycètales 

Spermophthoraceae 

 

 

 

 

 

 

 Saccharomycetaceae  

Shizosaccharomycetoideae 

Nadsoniodeae 

Lipomycetoideae  

Saccharomycetoideae 

 

 

 

 

Shizosacchromyces 

Hanseniaspora 

Lipomyces 

Debaryomyces 

Hansenula 

kluyveromyces 

pichia 

saccharomyces 

Coccidiascus 

Basidiomycètes 

(reproduction 

sexuée avec 

basidiosopores) 

Ustilaginales  

 

Tremellales   

Filobasidaceae 

Levures à téliospores 

Sirobasidiaceae 

Tremellaceae    

  

 

Filobasiddium 

Leucospiridium 

Sirobasidium 

Tremella 

 

Deuteromycètes  Blastomycetales  

Cryptococcaceae 

 

 

 

 

Sporobolomycetaceae 

 

Cryptococcoideae 

 

 

 

Rhodotoruloideae 

Trichosporoideae  

Brettanomyces 

Candida 

Cryptococcus 

Torulopsis 

Rhodotrula 

Trichosporon 

sporobolomyces 

 

http://www.google.dz/search?hl=ar&tbo=p&tbm=bks&q=inauthor:%22Alphonse+Meyer%22&source=gbs_metadata_r&cad=6
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D’autres levures particulières utilisent des sources de carbone non conventionnelles ; 

elles sont capables d oxyder des acides organiques et les alcools (éthanol, Glycérol) (OTENG-

GYANG., 1984). Comme les levures ne peuvent pas fixer l'azote libre, elles dépendent de ses 

formes oxydées ou réduites pour la synthèse des composés azotés structuraux et fonctionnels 

de la cellule (BABJEVA et al.,1977).  

La plupart des levures sont capables d'assimiler différentes sources d’azote organiques 

et inorganiques dans la biosynthèse des acides aminés, des protéines, des acides nucléiques et 

des vitamines (GUIRAUD ., 1998).  

L’assimilation des ions d'ammonium (fournis dans le milieu ou dérivés du catabolisme 

d'autres composés azotés) est largement répandue chez les levures. Cependant, d'autres 

espèces levuriennes se caractérisent par une capacité à utiliser les nitrates et d’autres 

composés, comme source d’azote (WALKER et al., 1997). 

I.8.1.2. 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 à de très faibles concentrations 

(LARPENT- GOURGAUD et SANGLIER., 1992).De plus, d’autres facteurs leur sont 

essentiels comme les vitamines (la biotine, la thiamine et l’acide pantothénique), qui 

interviennent lors des réactions enzymatiques, comme des coenzymes (BOTTON et al., 

1990). 

I.8.2. Conditions physico-chimiques de croissance   

I.8.2.1. Température  

Les températures d’incubation, sont généralement proches de celles qui permettent la 

propagation des levures dans leurs environnements naturels et se situent entre 25°C et 30°C. 

Toutefois, ces températures ne sont pas rigoureusement les températures optimales de 

croissance que les levures trouvent dans certains habitats, à savoir les régions à températures 

constamment basses ou élevées (VISHNIAC et HEMPFLING, 1979). 

I.8.2.2. pH 

Les levures ont tendance à coloniser des environnements acides et par leurs activités 

métaboliques (la respiration et la sécrétion d’acide organique) acidifiant encore plus le milieu. 

Leur croissance optimale se fait à des pH entre 4,6 à 6,5 et beaucoup d’espèces 

tolèrent de grandes variations de pH. Elles peuvent s’adapter à des milieux acides (pH 2,8 à 

3,0) ou alcalins (pH 8 à 8,5) (BOURGEOIS et al., 1988 et LARPENT et LARPENT 

GAURGAUD., 1997). 
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I.8.2.3. Aération 

Les levures peuvent être classées selon leur mode de production énergétique, utilisant 

la respiration ou la fermentation. Il est important de noter que ces processus sont 

principalement réglés par des facteurs environnementaux (WALKER et al., 1997). En effet, 

toutes les levures sont capables de se développer en présence d’oxygène, il n’y a pas de 

levures anaérobie strictes, certaines sont aérobies strictes et d’autres sont aéro-anaérobies 

facultatives (BOUIX et LEVEAU., 1991). 

I.8.2.4. Pression osmotique et l’activité d’eau 

La pression osmotique intervient également sur le développement des levures dont 

l’effet varie d une souche à une autre. La plupart des souches ne peuvent se développer à des 

activités de l’eau inférieure à 0,90. Certaines tolèrent des pressions osmotiques plus élevées 

correspondant à une activité de l’eau de l’ordre de 0,60 mais avec un métabolisme lent. Ces 

levures sont dites xérotolérantes, car elles sont capables de synthétiser des osmoprotecteurs 

(betaine, glycérol). (LEVEAU et BOUIX, 1979 et LARPENT et LARPENT Gaurgaud, 1997) 

I.8.3. Métabolisme 

Les levures présentent une diversité métabolique dans la façon de production et de 

consommation de l’énergie à partir de substrats dégradés. Toutes les levures sont capables de 

dégrader le glucose, le fructose et le mannose en présence d oxygène, par un métabolisme 

oxydatif conduisant à la formation de CO2 et H2O (Pol, 1996). La voie de dégradation des 

glucides étant la glycolyse qui convertit les sucres en pyruvate, l’entrée dans cette voie varie 

selon le glucide tandis que la destinée du pyruvate dépend à la fois du sucre utilisé et de 

l’espèce de levure considérée. En se référant au catabolisme du pyruvate formé à partir du 

glucose, on peut distinguer deux types de métabolisme (BOTTON., 1991) : 

  Métabolisme oxydatif : les levures utilisant le glucose en présence d’oxygène, par 

conséquent, leur métabolisme est exclusivement respiratoire et le pyruvate est oxydé par le 

cycle de Krebs. Cette voie métabolique est très énergétique et permet aux levures une 

importante multiplication. En plus des sucres simples, certaines levures utilisent d autres 

glucides (mono, di ou tri saccharides et des polysaccharides comme l’amidon), mais aussi des 

alcools, des acides et des alcanes (LARPENT., 1991). 

  Métabolisme fermentaire : en plus du métabolisme oxydatif, certaines levures peuvent 

privilégier une dégradation des glucides par un métabolisme fermentatif qui conduit à la 

formation d’éthanol et de CO2. En plus de ces composés majoritaires, des alcools, des 
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aldéhydes, des esters, des acides sont formés en plus petites quantités. Ce métabolisme est 

moins énergétique que le métabolisme oxydatif (GUIRAUD et ROSEC ., 2004). 

I.9. Intérêt industrielles 

Par un métabolisme diversifié, les levures occupent une place essentielle dans 

l’industrie alimentaire. Elles participent à l’élaboration de nombreux produits alimentaires 

(panification, fromagerie, brasserie,) et dans la production des enzymes (l’invertase, lactase, 

lipase et les amylases) (SIMON et MEUNIER., 1970), du glycérol ainsi que certaines 

vitamines et solvants, mais aussi à la revalorisation de déchets agricoles, industriels et à la 

production des protéines (SCRIBAN., 1984 et LECTERC et al., 1995). 

I.9.1. Panification 

Une autre utilisation, connue depuis l’antiquité, est la fabrication du pain : Le 

dégagement de gaz carbonique, qui accompagne la fermentation, permet de faire lever la pâte 

en lui conférant une texture légère. On utilise également Saccharomyces cerevisiae (levure de 

boulangerie) (SIMON et MEUNIER., 1970 et COFALEC., 2006). 

I.9.2. Affinage des fromages 

Les levures sont aussi capables d utiliser les acides organiques comme source 

d’énergies et de carbone (LARPENT., 1991). Elles participent à l’affinage des fromages ; en 

consommant l’acide lactique produit par les bactéries lactiques à partir des composants du 

lait. Elles contribuent aussi à réduire l’acidité du caillé (LEVEAU et BOUIX., 1993). De 

nombreuses espèces se rencontrent en fromagerie, les plus fréquentes appartenant aux genres 

Kluyveromyces, Debaryomyces, Pichia, Saccharomyces, Torulopsis, Candida et Rhodotorula 

.(LARPENT., 1991). 

I.9.3. Production de protéines 

Les levures constituent une source précieuse de protéines car elles sont le siège d’une 

biosynthèse protéique très active. Elles sont utilisées à la production de protéines 

d’organismes unicellulaires (POU) ou "single cell protéins" (SCP), qui sont souvent 

incorporées à l alimentation animale et humaine. Cette production peut s effectuer sur des 

substrats considérés comme des déchets tels que le lactosérum et les résidus de pâte à papier. 

(POL., 1996). 

I.9.4. Autres utilisations 

Aujourd’hui, les levures constituent une des importantes sources d’enzymes produites 

commercialement en raison de leurs capacités polyvalentes et de la frugalité de leurs 
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exigences permettant d’obtenir une biomasse importante à bas prix (POL., 1996). En effet, 

l’invertase ou saccharase sécrétée par diverses levures est utilisée industriellement pour 

produire du glucose et du fructose à partir de mélasses de betterave ou de cannes à sucre 

(SIMON et MEUNIER., 1970). 
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Chapitre II. L’α-Amylase  

II.1. Introduction 

L’α-amylase comme toutes enzymes, est une macromolécule qui fait partie de la classe 

des protéines globulaires, dont le rôle biologique est de catalyser l’hydrolyse de l’amidon. 

L’α-amylase et les protéases sont les plus utilisés en bio-industrie (SACI., 2012). Par ailleurs, 

la part du marché mondial prise par les enzymes est de 59% pour les protéases et 28% pour 

les glucanases dont 13% pour l’alpha-amylase (LARPENT-GAURGAUD et SANGLIER., 

1992). 

II.2. Définition 

L’α-amylase [α -(1,4)-D-glugane glucanohydrolase]  comme toutes les enzymes est 

une macromolécule appartenant à la classe des protéines globulaires (NOUADRI ., 2011). 

Elle est une enzyme ubiquitaire, synthétisée dans tous les genres de la vie. (MERBATI., 

2006). 

Les α –amylases sont des endo-enzymes dont la masse moléculaire est comprise entre 

50 et 60 kDa ( FEILLET., 2000), qui hydrolyse au hasard les liaisons osidiques (1,4), de 

l’amylose, de l’amylopectine, de l’amidon et du glycogène à l’exclusion des liaisons 

terminales de ces chaînes. Elle provoque la libération du glucose, du maltose et surtout d’α –

dextrines (BENAOUIDA., 2008). 

 II.3. Nomenclature 

 Nom codifié : EC 3.2.1.1 

 Nom commun : α -amylase 

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

 Nom systématique: 1,4 – alpha -D-glucane,4 glucano hydrolase  (MARBATI ., 2006). 

 Synonymes: glycogenase, endoamylase, maxilase, taka-amylase A. (NOUADRI., 2011).  

II.4. Structure  

Les α-amylases sont également considérées comme des glycoprotéines renfermant 478 

acides aminés répartis en 2 domaines globulaires appelés A (1-380 résidus) et B (381-478 

résidus) (NOUADRI., 2011).  

Ces domaines sont associés par une chaîne polypeptidique constituée principalement 

de résidus hydrophobes (fig.03). La partie glucidique est formée essentiellement de mannose, 

les résidus constituant le site de fixation du substrat ainsi que ceux constituant le site 

catalytique sont localisés dans le domaine A qui montre que l' α-amylase est formée de 8 

feuillets β plissés et de 8 hélices α (CHIBA., 1988 ; BURHAN., 2003 et NOUADRI., 2011). 
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Figure 3 : Structure tridimensionnelle de l’α amylase (PRIESTLE ., 1988). 

L’α-amylase fongique, comportant trois domaines globulaires (A, B, et C). Le 

domaine A, forme un tonneau (β / α) 8 et porte le site actif à la partie C-terminale des feuillets 

β. Le domaine B, forme une boucle à partir du milieu du domaine A et constitue une sorte de 

« couvercle » au-dessus du site actif (fig. 03). Quand au domaine C, il constitue un tonneau de 

8 feuillets β antiparallèles (BENAOUIDA., 2008). 

II.5. Différentes origines 

L’α -amylase est largement représentée chez les animaux, les végétaux et les micro-

organismes. Bien que l’α-amylase de différentes origines ait très peu de séquences d'acides 

aminés identiques, leur structure tridimensionnelle et l'organisation de leur site actif sont 

similaires (NOUADRI., 2011). 

Chez les mammifères, l'α -amylase est présente principalement dans les sécrétions 

salivaires et pancréatiques. Celle d’origine microbienne (bactéries, moisissures et levures) est 

exocellulaire, exceptées certaines espèces comme Bacillus subtilis et Pishia burtonii 

(BEAUDEUX et DURAND ., 2011) (MARBATI., 2006). 

II.6. Mode d’action :  

L’α-amylase appartient à la famille des glycosides hydrolases nommée GH13, 

regroupant maintenant plus de 1700 enzymes, contenant également les cyclodextrines 

glucanotransferases (CGTases) et les pullulanases (MERBATI., 2006). Elle joue un rôle 

essentiel dans la dégradation des glucides, puisqu’elle est capable d’hydrolyser des liaisons α-

1-4-glucosidiques à l’intérieur de polysaccharides composé d’α-D-glucose, tel le glycogène et 
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l’amidon, pour donner lieu à la libération de molécules plus petit : glucose, maltose et 

dextrines (contenant des liaisons α-1-6 glucosidique (MAKTOUF.,)  

 Son action peut se faire de différentes façons : 

- Une attaque aléatoire, en coupant les liaisons (α-1,4) à partir de l’extrémité non réductrice. 

Il en résultera, principalement, la formation de glucose, de maltose et surtout d’α-dextrines 

(SCRIBAN., 1999). 

- Mécanisme uni-chaine où l’α-amylase dégrade une chaîne avant de passer à l’autre. Cette 

action est due à la formation du complexe actif avec le premier substrat. L’enzyme catalyse la 

réaction et ne forme pas de complexes actifs, jusqu’ à l’achèvement de la dégradation de la 

première chaîne (BERRY et PATERSON., 1990). 

- Mécanisme multi-chaine, la dégradation des chaînes est simultanée (PAZUR et  

MARCHETTI., 1992). 

- Attaque multiple ou répétitive, le déplacement de l’enzyme, fixée tout au long de la 

chaîne, conduit à plusieurs hydrolyses avant la dissociation du complexe « enzyme-substrat » 

(NAKATANI, 1996 et KANDRA et al., 1997). 

II.7. Régulation de la synthèse de l’α-amylase 

La répression catabolique de l'expression des gènes est un système de normalisation 

fondamental et omniprésent, à fin de répondre aux changements de disponibilité nutritive. Des 

études, ont démontré que la biosynthèse de l’α-amylase est régulée uniquement par répression 

au cours de la transcription et/ou au cours de la traduction (BHELLA et ALTOSSAR., 1987). 

Chez les micro-organismes, le glucose ou d'autres sources de carbone rapidement 

métabolisables, répriment l'expression des gènes qui codent pour des enzymes liées au 

métabolisme d'autres sources de carbone (CHUNG-AN et al., 1998). 

II.8. Les applications de l'α- amylase 

Les α- amylases microbiennes sont parmi les enzymes les plus utilisées dans les 

procédés industriels: 

II.8.1. Utilisation des α- amylases dans les industries Agro-alimentaires 

 Glucoserie 

La principale industrie utilisant de l'α- amylase est la glucoserie qui, à partir d'un 

substrat complexe, l'amidon, développe un nombre important de transformations faisant appel 

aux enzymes, parmi lesquelles les α- amylases bactériennes ou fongiques qui sont utilisées 

pour la dégradation de l’amidon (MARTIN et al., 2003). 
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 La sucrerie 

L' α- amylase est utilisée pour faciliter les opérations d'extraction et de raffinage du 

saccharose à partir de la betterave ou de la canne à sucre pour éliminer des traces d'amidon 

gênant la purification .De plus, des α- amylases fongiques sont très utilisées pour la 

préparation des sirops sucrés à base d'amidon de maïs et de sirops de chocolats (MARTIN et 

al., 2003) 

 Panification et biscuiterie 

L’usage de l’alpha amylase « améliorant de panification » est devenue une pratique de 

fabrication machinal dans l’industrie panaire, non seulement pour améliorer la qualité du pain 

mais aussi pour contrôler le processus, de fabrication ce qui conduit à un gain en temps et en 

énergie. Cette industrie emploie les α- amylases fongiques d’A. oryzae pour la régulation des 

activités diastasiques des farines en dégradant l'amidon en maltose. Cette opération favorise la 

formation de la mie souple en boulangerie et améliore la texture des gâteaux pâtissiers et des 

biscuites (MALHOTRA et al., 2002). 

 Industrie des boissons 

Dans ce secteur l' α- amylase intervient essentiellement dans la fabrication d'alcool 

éthylique, de boissons sucrées non alcoolisées, de jus de fruits. En brasserie, elle permet 

d'obtenir des bières sans dextrines. (MAMO et al., 1999)  

II.8.2. Autres applications des α- amylases 

 Domaine médical 

L'augmentation du taux des α- amylases dans le sang peut témoigner d'une pancréatite 

aiguë et se rencontre également dans certains cancers digestifs et dans les oreillons (Lo et al., 

2001) , elles sont donc employées en diagnostic médical pour détecter certaines maladies. 

 Domaine pharmaceutique 

Les α- amylases fongiques sont utilisées comme : 

 Aide digestif pour éviter les dyspepsies et les fermentations intestinales par exemple : 

Danilase (YIHAN et al., 2010). 

 Agent anti-inflammatoire en soutenant le traitement antibiotique (LO et al., 2001). 

Les α-amylases sont aussi utilisées dans l'industrie textile pour le désencollage des 

tissus ainsi que dans les domaines de la tannerie, de la papeterie (TEODORO et al., 2000) et 

des détergents pour les lessives où elles facilitent la disparition des tâches en dégradant les 

souillures, permettant ainsi l'augmentation du pouvoir blanchissant. Elles sont utilisées aussi 

dans le traitement des eaux résiduaires pour l’élimination de l'amidon (MALHOTRA et al., 

2002). 
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II.9. L’α-amylase d’origine levurienne : 

Les levures sont les organismes les plus employées dans la production de biomasse, à 

valeur nutritive élevée (YANEZ et al., 1972 et IMRIE et al., 1975). Leur capacité à assimiler 

une grande variété de substrats (les hexoses, les pentoses, et les polysaccharides, est à 

l’origine de plusieurs investigations menées sur elles, dans le but de produire des acides 

organiques, des enzymes et en particulier l’ α-amylase. (MERBATI., 2006). 
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Chapitre III. Lactosérum  

III.1. Généralités sur le lactosérum 

Appelé autrefois petit lait, le lactosérum est un co-produit de l’industrie fromagère et 

de la préparation des caséinates (JOUAN., 2002).  Le lactosérum est un produit découvert il y 

a plus de 3000 ans avant Jésus-Christ, par des Bédouins lors du transport de lait. 

L’acidification et la coagulation par la chaleur provoquaient la formation d’une phase liquide 

au-dessus d’un caillé de lait (DE WITT, 2001). Le lactosérum représente 90% du volume 

original de lait utilisé en fromagerie et en est le principal sous produit (MOLETTA., 2002).  

III.2. Définition du lactosérum 

Le terme lactosérum se rapporte au liquide translucide et verdâtre qui se sépare du 

caillé (HESLOT, 1996), après séparation des caséines par coagulation acide ou par processus 

enzymatique au moyen de la présure ou de la chymosine (JOUAN., 2002).Son pH est compris 

entre 5 et 6.5 (KOSIKOWSKI, 1979 ; MEREO, 1980).  

Le lactosérum est constitué de la phase aqueuse du lait laquelle contient l’ensemble 

des éléments solubles de celui-ci (JOUAN., 2002). Il est constitué de 50% de matière sèche, 

contient aussi une quantité importante de protéines, de lactose et des matières minérales; des 

vitamines hydrosolubles, il est riche aussi en vitamine B (BENDIMERAD., 2013), des 

nucléotides, des acides aminés libres….c’est dans cette phase hydrique que l’on trouve les 

protéines solubles appelées, aussi, séro-protéines (JOUAN., 2002).   

III.3. Différents types de lactosérum 

Le lactosérum est un produit de grande valeur nutritionnelle (KOSSEVA., et al., 

2007). On distingue généralement deux catégories de sérum, selon que son acidité est 

inférieur est ou supérieure à 1.8g d’acide lactique par litre (FAO., 1995), (18°D), (ADRIAN., 

et al., 1980) :   

*Lactosérum acide 

Obtenu après la coagulation du lait par précipitation des caséines à leur ph 

isoélectrique de 4.6 par ajout d’acide fort ou d’acide lactique (VIOLLEAU, 1999). Les-

lactosérums « acides » découlent des fabrications de pâtes fraîches, de pâtes molles 

(Camembert, etc.) et aussi de la fabrication de la caséine-acide. Son acidité est supérieure à 

18°D (ADRIAN., et al., 1980). 
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*Lactosérum doux 

Il est obtenu après la coagulation de la caséine sous l’action de la présure sans 

acidification préalable, on obtient alors un sérum doux, pauvre en sels minéraux et riche en 

lactose et en protéine. En plus des protéines solubles du lait, ce type de lactosérum contient 

une glycoprotéine qui provient de l’hydrolyse de la caséine Kappa par la présure (SOTTIEZ, 

1990). Les lactosérums « doux » sont obtenus par les autres traitements de fromageries (pâtes 

pressées, pâtes cuites, etc.) et résultent également de la caséine-présure. Son acidité est 

inférieure à 18 °D. (ADRIAN., et al., 1980). 

III.4. Sources industrielles du lactosérum  

Les deux principales voies industrielles de transformation du lait nature aboutissant au 

lactosérum, sont la beurrerie et la fromagerie (fig.04). 

 La beurrerie : c’est l’ensemble des procédés qui conduisent à la fabrication du beurre à partir 

du lait nature. Après écrémage de ce dernier suivi d’une extraction de la caséine par 

précipitation on obtient du « lactosérum écrémé ». 

 La fromagerie : c’est l’ensemble des procédés qui conduisent à la fabrication des fromages à 

partir du lait nature, ce dernier subit les processus de coagulation et de synérèse, aboutissant 

d’une part à une phase solide le « fromage », d’une part à une phase liquide «le lactosérum». 

(BENAOUIDA., 2008). 

III.5.Caractéristiques et composition biochimique du lactosérum  

Les nutriments du lactosérum les plus abondants sont le lactose, les protéines solubles, 

et les sels minéraux Tableau 02). Les sels du lactosérum sont composés de NaCl et KC1 (plus 

de 50%), sels de calcium (phosphate principalement) (GONZFILEZ,, 1996; MAWSON, 

1994; SHANG et al., 1994). (MOLETTA., 2009; FAO., 1995) et autres minéraux, en plus 

faibles teneurs. Le lactosérum contient aussi d'autres composants, tels que l'acide lactique 

(0.05%) et citrique, des matières azotées non protéiques (urée et acide urique), et des 

vitamines du groupe B (GONZFILEZ,, 1996; MAWSON, 1994; SHANG et al, 1994). 

Lactosérum acide est  aussi plus ensemencé en germes lactiques et moins sujets à des 

fermentations délétères que lactosérum doux (MOLETTA., 2009), selon la procédé de 

coagulation et la composition initiale du lait (donc la saison, la race des animaux, le type 

d’alimentation, etc), la composition du lactosérum peut varier sensiblement (BERGEL et al., 

2004).  
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Figure 4 : Voies technologiques permettant l'obtention des principaux types de 

lactosérums issus de la première transformation du lait (ALAIS., 1984). 
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Tableau 2: Composition moyenne du lactosérum doux et acide (MORR et al., 1993 ; 

LINDEN et al., 1994), (Lupien., 1995) et (FAO. , 2002) 

Composants Lactosérum doux (%) Lactosérum acide (%) 

Ph 6.3 4.6 

Eau 93 93.5 

Matière sèche (ES) 06.4 06.5 

Matière grasse 0.05 - 0.07 0.04 - 0.03 

Lactose 4.77 - 4.8 4.71 - 4.9 

Protéines 0.82 0.75 

Acide lactique 0.05 - 0.15 0.4 - 0.55 

Cendres 0.53 0.69 - 0.8 

Calcium 0.05 0.13 

Sodium 0.07 0.06 

Potassium 0.13 0.15 

Phosphore 0.06 0.09 

 

Les lactosérums sont riches en lactose et potassium (Tableau 02). Dans le lactosérum 

acide une partie du lactose a été transformé en acide lactique ; les lactosérums doux sont 

pauvres en calcium (reste dans le caillé pour participer à la coagulation des protéines), alors 

que les lactosérums acides sont riches en calcium (MORR et al., 1993).  

III.5.1. Protéines de lactosérum : 

D’après LAPOINTE et VIGNOLA (2002), les protéines du lactosérum, ou protéines 

sériques, ont un intérêt nutritionnel important de par leur composition élevée en acides 

aminées essentiels (Tableau 03). 
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Tableau 3 : Composition en acides aminés essentiels de lactosérum  (en g.100 g
-1

 de 

protéines)  (Jeantet et al., 2008). 

Acides aminés essentiels Protéines de lactosérum 

Isoleucine 6.55 

Leucine 14.00 

Lysine 10.90 

Méthionine 2.35 

Cystine 3.15 

Phénylalanine 4.05 

Tyrosine 4.80 

Thréonine 6.70 

Tryptophane 3.20 

Valine 6.85 

 

Elles représentent 20% des protéines de lait, elles sont de faible poids moléculaire, 

elles sont continues dans le lait sous orme de monomère et polymère, elles ne précipitent pas à 

leur point isoélectrique, elles ne contiennent pas de phosphore, ne précipitent pas sous l’action 

enzymatique, elles ont une meilleur valeur nutritionnelle, riches en Aa  soufrés et riches en 

lysine (Tableau 03). Elles sont divisées selon NAFTI (2011), BOUBEZARI (2010) et JOUAN 

(2002) en : 

‐ α lactalbumine = 2% ;  

‐ β lactglobuline = 10% ;  

‐ Immunoglobuline=1.9-3.3%  et sérumalbumine =0.7-1.3%; 

‐ Protéose‐peptone =2 -4%  et lactoferrine=1.47%. 

III.6.Intérêts du lactosérum 

III.6.1.Intérêt alimentaire du lactosérum 

La qualité nutritive du lactosérum tient à la fois à la présence du lactose et des 

protéines sériques. La richesse en lactose en fait un auxiliaire actif dans le brunissement 

enzymatique ou maillardisation apprécié en boulangerie, biscuiterie et viennoiserie (FAO., 

1995). 

Dans l'alimentation animale, l'utilisation directe de lactosérum ou de son perméat 

comme ingrédient dans les aliments ou les boissons et l'irrigation de la terre par aspersion 

(AUDIC et al., 2003; KOSARIC et al, 1982). 
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Les protéines fonctionnelles liées aux protéines sériques en font des produits 

intéressants à la fois pour l’alimentation du bétail, mais aussi en nutrition humaine, de plus, il 

est utilisé pour enrichir les aliments ou les régimes pauvres en protéines (FAO., 1995). En 

pathologie, il est utilisé pour l’alimentation  des malades diabétiques ou des sujets souffrant 

de mal nutrition, et en alimentation de soutien, pour les sportifs, et les personnes âgées 

(DRYER., 2001). 

III.6.2.Usage Biotechnologique de lactosérum 

En biotechnologie, le lactosérum par sa composition biochimique possède 

d’intéressantes propriétés comme milieu de fermentation pour plusieurs microorganismes 

assimilant le lactose comme source de carbone et d’énergie (BENAOUIDA ., 2008). 

L’utilisation du lactosérum comme milieu de culture est également favorable au 

développement: 

 Des levures : comme Saccharomyces cerivisiae, Candida kefyr et Kluveromyces 

fragilis (GANA et TOUZI, 2001 ; LONGHI et al., 2004). 

 Des bactéries : à titre d’exemple Lactobacillus bulgaricus et Lactobacillus lactis pour 

la production d’acide lactique. (Mehaia et Cheryan, 1986 et BOUCHERIT., 2011). Certaines 

espèces bactériennes comme Lactobacillus bulgaricus fermentent sur des milieux de cultures 

à base de lactosérum pour la production d’acides organiques et de différentes enzymes   

(DENDOUGA., 2006). 

 Des moisissures : comme Penicillium camemberti producteur de protéases 

(MECHAKRA et al., 1999) ; Mucor miehei et Endothia parasitica produisant des 

acidoprotéases (SEKER et al., 1999),(BOUCHERIT .,2011) 

 Le lactosérum déprotéiné a servi comme milieu de base pour la production de la 

cellulase par la moisissure Aspergillus niger (LEGHLIMI, 2004), (BENAOUIDA., 2008).   

III.7. Valorisation des constituants de lactosérum 

La valorisation des protéines de lactosérum sous forme de concentrés ou d’isolats 

permet de tirer profit du sous-produit de la transformation fromagère. Cette opération entraine 

cependant la production de grandes quantités de perméat, essentiellement constitué de lactose 

et de minéraux. Le lactose, une fois extrait, sert d’ingrédient alimentaire ou pharmaceutique. 

On peut aussi le dériver pour modifier ses propriétés technologiques ou biologiques 

(LAPOINTE., VIGNOLA., 2002). 
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La concentration des minéraux représente une autre voie de valorisation du perméat de 

lactosérum. Les concentrés de minéraux d’origine laitière sont essentiellement utilisés pour 

satisfaire aux besoins nutritionnels en calcium (LAPOINTE., VIGNOLA., 2002). 

Les protéines de lactosérum sont utilisées comme suppléments dans l'alimentation 

animale et exploitées pour leurs propriétés fonctionnelles et nutritionnelles dans l'industrie 

alimentaire (SIENKIEWICZ et al., 1992). 

 

III.8. Lactosérum et pollution de l’environnement    

 Les effluents produits par l'industrie fromagère sont caractérisés par leur volume et 

leur charge polluante élevés (50 à 70gDCO/L de lactosérum) (PAULINE et YVES). 

Bien qu'il existe des possibilités de valorisation du lactosérum, approximativement la 

moitié de la production mondiale n'est pas exploitée mais rejetée comme effluents, ce qui 

constitue une perte importante de matière alimentaire (GONZFILEZ, 1996; MARWAHA et 

al, 1988). 

Dans ces conditions le lactosérum représente un problème environnemental très 

important à cause des volumes considérables générés et à cause de sa teneur élevée en matière 

organique. Le rejet du lactosérum est considéré comme un polluant car il impose une forte 

demande biochimique en oxygène (DBO), de 30000-50000 ppm (MARWAHA et al, 1988). 

Une fois libéré dans l'eau, par exemple, les rivières, les canaux d'irrigation, ou sur la 

terre, le lactosérum conduit à des problèmes environnementaux. En effet, il met en danger la 

structure physique et chimique du sol, diminue le rendement des cultures (AULIFFE et al., 

1982) et réduit la vie aquatique par l'épuisement de l'oxygène dissous (YANG et al., 1980). 

Ils  existent  un certain nombre de procédés pour l’épuration des mélanges eaux 

blanches et lactosérum, la gestion du lactosérum seul permettrait de réduire la charge 

polluante totale des rejets ainsi que le dimensionnement des installations de traitement 

préexistantes. (PAULINE et YVES) 
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Chapitre I. Matériel et méthodes  

Le travail porte sur la production des amylases secrétées par des levures isolées à 

partir du sol et d’eau  en utilisant trois types  de lactosérum comme milieux de culture. 

I.1. Matériel biologique : 

I.1.1. Sol et eau  

I.1.1.1. Présentation des sites de prélèvement :  

Les échantillons du sol et des eaux utilisés au cours de notre étude sont prélevés des 

différents sites de la région d’OUED SOUF (fig.05) et OUED RIGH (fig.06) située dans le 

Sud Est Algérien. 

 

 

 

 

 

               Figure 5: Site d’El Chatt (El-Oued)                      Figure 6: Site de Lac Tindla. 

Les sites choisis pour le prélèvement du sol et de l’eau en l’occurrence El Chatt 

(33°22'55.86'' N et 6°51'40.13'' E) à une altitude de 63m – figure  (05), qui est localisée 

derrière le zoo d’El-Oued et Tindla (33°39'50'' N et 6°02'44.78'' E) à une altitude de 14m – 

figure (06). Leurs caractéristiques générales sont présentées dans le tableau 04:   

Tableau 4 : caractéristiques des sites de prélèvement 

Site Commune Type d’alimentation Pérennité 

El chott El Oued (Oued Souf) ER Existence sur toute l’année  

Lac Tindla Tindla (Oued Righ) EC+ER Selon le niveau de canal  

ER : Eau issue de la remontée                                 EC : Eau de canal principale de lac 
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I.1.1.2. Prélèvement des échantillons du sol et d’eau 

I.1.1.2.1. Sol : 

Le prélèvement du sol est réalisé à l’aide d’une tarière et pour chaque prélèvement, la 

couche des trois premiers centimètres (couche supérieure) est écartée. Le sol ensuite, recueilli 

dans des boites  en plastique stérile   soigneusement fermés et les analyses  sont effectuées dès 

l’arrivée au laboratoire. 

I.1.1.2.2. Eau : 

Les échantillons d’eaux, ont été prélevés au niveau des lacs d’eau superficielle situés 

aux sebkhas de Tendla et de Chott .l’eau a été recueilli à l’aide des flacons en plastique de 

250mL et transportée dans une glacière au laboratoire. Les analyses sont effectuées au plus 

tard dans les 24 heures qui suivent les prélèvements. 

I.1.1.3. Dosage des paramètres physicochimiques  et biochimiques  du sol et 

d’eau:  

Les analyses  physico-chimiques et biochimiques  des échantillons des sols, et des 

eaux sont effectuées au niveau du  Laboratoire de chimie des sols et des eaux et du  

laboratoire des produits agroalimentaire de l’ I.N.R.A.A (Institut National des Recherches 

Agronomique d’Algérie ) ( station sidi mahdi) ,Touggourt  , Ouargla . 

I.1.1.3.1. Analyses du sol  

I.1.1.3.1.1. Mesure de pH :  

          Selon la méthode de Davet et Rouxel (1997); la détermination des valeurs du pH d’une 

suspension du sol contenant 10 g du sol dans 90 ml d’eau distillée à l’aide d’un pH mètre 

(BOUCHERIT.,2011) 

I.1.1.3.1.2. Humidité : 

Les échantillons de sol sont séchés à l’étuve à 105° C ± 5° C jusqu’à l’obtention d’une 

masse constante, soit en moyenne après 15 heures. La différence entre le poids avant et après 

séchage exprime la teneur en eau de l’échantillon initial. Le poids après séchage 

représente la matière sèche (BOUCHERIT., 2011).  

I.1.1.3.1.3.Détermination du taux des cendres 

Les échantillons sont calcinés à 480° C dans un four à moufle pendant 5 h. La perte de 

masse par combustion correspond à la quantité de la matière organique (BOUCHERIT., 

2011).  
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I.1.1.3.1.4. Mesure de  la conductivité électrique 

10 g de sol sont mélangés avec 50 ml d’eau distillée. Après agitation pendant  30 min, 

la décantation est accélérée par centrifugation pendant 2 min. la conductivité est mesurée à 

l’aide d’un conductimètre (BOUCHERIT., 2011).  

I.1.1.3.1.5. Mesure d’azote   

L’azote total est déterminé par la méthode de KJELDHAL qui consiste en une 

minéralisation de l’échantillon par voie humide par l’acide sulfurique, puis distillation et 

titration avec l’acide sulfurique 0.05 N (AUDIGIE et al., 1984) (annexe 01). 

I.1.1.3.2. Analyses des eaux :  

I.1.1.3.2.1. Mesure de pH : 

Nous avons détermine le pH d’un volume de 50 ml d’eau dans un bécher directement 

à l'aide  de l’électrode du pH-mètre (BOUCHERIT., 2011). 

I.1.1.3.2.2. Mesure de la conductivité électrique : 

Cette mesure à l’aide d’un conductimètre est très importante car elle donne 

directement une estimation de la minéralisation totale. La conductivité est naturellement 

également influencée par le pH, la valence des ions et leur degré d'ionisation (AFNOR, 1986).  

I.1.1.3.2.3. Détermination du taux des cendres: 

La détermination de la matière sèche est suivie par une incinération au four à moufle à 

550° C pendant 5 h. La formule utilisée est la suivante (AFNOR, 1986). 

C = (M0-M1 / M2-M1) x 100 (%) 

M0 : Masse de la capsule et les cendres. 

M1 : Masse de la capsule vide. 

M2 : Masse de la capsule et la prise d’essai 

I.1.1.3.2.4. Mesure d’azote :  

Déterminé par la méthode de KJELDAHL (AFNOR, 1986) (annexe 01) 

I.1.1.4. Méthodes d’isolement et d’ensemencement  

Dans la présente étude, les échantillons des eaux et du sol ; servent à un support 

d’isolement et de sélection des souches levuriennes à activité amylolytique. 
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          I.1.1.4.1. Isolement et purification : 

L’isolement et la purification des levures  prélevées sont réalisés sur le milieu de 

culture PDA et Sabouraud (TOURNAS., 2005). Une solution-mère de chaque échantillon est 

préparée avec 1 g de sol dans 9 ml d’eau physiologique. Des dilutions décimales de 10
-1

 à 10
-4

 

sont effectuées ; chaque dilution subit une homogénéisation  par agitation. Un volume de 0,1 

ml de chaque dilution est ensuite ensemencé dans des boites de Pétri sur Sabouraud  puis 

incubé à 30° C pendant 5 j (BOUCHERIT., 2011).  

 Les levures développées sont repiquées sur le milieu PDA dans les mêmes conditions 

d’incubation jusqu’à l’obtention des souches pures (Figure 7). Les colonies bien isolées, ont 

subi une  observation  macroscopique (couleur, forme, odeur), suivie d’une   coloration au 

bleu de méthylène, puis observées au microscope à l’objectif 40, pour vérifier la morphologie 

et l’homogénéité des cellules. 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 7: méthodes d’isolement et d’ensemencement. 
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I.1.1.4.2. Sélection des souches amylolytiques  

Les souches amylolytiques sont sélectionnées sur un milieu PDA à pH 5 (annexe 02), 

additionné  d’amidon soluble à 1% par repiquage. L’incubation a lieu à 30° C pendant 24 à 72 

h. Après incubation, une solution de Lugol est vaporisée  sur la surface de la boite, afin de 

mettre en évidence l’activité amylasique. Les souches, à halo clair sur le pourtour, sont 

considérées comme productrices d’amylases (TATSINKOU et al., 2005 et BENAOUIDA., 

2008).    

I.1.1.4.3. Méthode de conservation 

Les souches productrices d’amylase sont repiquées sur PDA inclinée, incubées à 30° C 

pendant 7 J puis stockées à 4° C  (BOUCHERIT., 2011).  

I.1.2. Lactosérum : 

I.1.2.1.Choix du lactosérum et traitement: 

Les échantillons du lait caprin, ovin et camelin sont approvisionnés par des éleveurs  

des bétails dans la région d’El-Oued. Les échantillons ont été prélevés dans des flacons en 

plastique, puis conservés par réfrigération  à 4°C. 

La séparation des lactosérums des trois types du lait a été réalisée par addition de Hcl 

80%  en utilisant une pipette pasteur et à  l’aide d’un pH mètre et avec une agitation continue  

par un agitateur magnétique jusqu'à l’attient de pH de séparation convenable pour chaque  

lait. 

Les produits sont mis dans l’étuve à 30°C pendant 24h et ensuite  filtrer  et conservés 

par réfrigération à 4°C dans des flacons de verre fermés. 

I.1.2.2. Détermination des propriétés physicochimiques et biochimiques    

I.1.2.2.1. Mesure du pH  

La valeur du pH à une importance exceptionnelle par l’abondance des indications 

quelle donne sur la richesse du lait en certains de ces constituants, sur son état de fraicheur ou 

sur sa stabilité (MATHIEU, 1998). Nous avons détermine le pH à l'aide de pH-mètre. 
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 I.1.2.2.2. Humidité   

Un volume déterminé de lactosérum est séché également à l’étuve à 105° C jusqu’à 

l’obtention d’un poids constant. La matière sèche est exprimée par la formule suivante 

(AFNOR, 1986). 

MS= (M2-M1) (1000 / V) mg/ml. 

M1: Masse en gramme de la capsule vide. 

M2: Masse en gramme de la capsule et le résidu. 

V : Volume en millilitre de l’échantillon. 

L’humidité (%) est donnée par la formule : H = 100 (%) – MS (%). 

I.1.2.2.3. Détermination du taux des cendres 

La prise d’essai ayant servi à la détermination de la matière sèche est suivie par une 

incinération au four à moufle à 550° C pendant 5 h. La formule utilisée est la suivante 

(AFNOR., 1986). 

C = (M0-M1 / M2-M1) x 100 (%) 

M0 : Masse de la capsule et les cendres. 

M1 : Masse de la capsule vide. 

M2 : Masse de la capsule et la prise d’essai 

I.1.2.2.4. Mesure de la conductivité électrique 

Par la méthode directe et par la lecture simple de valeur obtenue en émergeant 

l’électrode du conductimètre dans 50mL de lactosérum.  

I.1.2.2.5. Mesure de l’acidité Dornic 

L’acidité Dornic est mesurée par titration d’un volume déterminé de lactosérum 

additionné de 2 à 3 gouttes de phénolphtaléine (1 %) par NaOH N/9. La réaction est arrêtée 

dès l’apparition d’une couleur rose qui dure quelques minutes par rapport à un témoin 

(AFNOR., 1986). L’acidité est donnée par la formule : 

A = V/ E. 

V : Volume de soude (ml). 

E : Volume du lactosérum (ml). 

 



Chapitre I                                                                                                 Matériel et méthodes 
 

 

37 

I.1.2.2.6. Mesure des sucres totaux 

Les sucres totaux sont déterminés selon la méthode de (DUBOIS et al., 1956) dont le 

principe repose sur la réaction suivante : l’acide sulfurique concentré provoque, à chaud, le 

départ de plusieurs molécules d’eau à partir des oses. Cette déshydratation s’accompagne par 

la formation d un hydroxy-méthylfurfural (HMF) dans le cas d’hexose et d’un furfural dans le 

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

colorés (jaune-orangé). L’intensité de la coloration est proportionnelle à la concentration des 

oses. La densité optique est mesurée à 488 nm à l’aide d’un spectrophotomètre (annexe 03). 

I.1.2.2.7.Mesure des protéines totales 

La méthode utilisée est celle de Lowry (1965) dont la principale réaction est la 

réduction de la tyrosine et le tryptophane entrant dans la composition de la protéine à doser. 

La concentration de protéines est déterminée par rapport à une courbe d’étalonnage. 

I.2. Production de l’enzyme 

Dans cette partie, les trois types du lactosérum collecté  sont utilisés comme un 

support de la culture des levures et de production de l’α amylase.  

I.2.1. Préparation du milieu de fermentation 

I.2.1.1. Milieu de base 

Le milieu choisi pour la culture des levures sélectionnées est à base de lactosérum 

déprotéiné par la technique de précipitation des protéines après ajustement du pH à 4.60 puis 

chauffé à 100°C pendant 2 h dans un bain-marie , décanté, filtré puis  le filtrat est centrifugé à 

3000 tour  pendant 15 min. Le milieu ainsi préparé est enrichi par addition d’extrait de levure 

(4 g/l), et  Fer d'ammonium sulfate hexahydrate (H2FeN2O8S2) (4 g/l).le milieu de base est 

additionné de substrat inducteur (l’amidon à 1%) puis son pH est ajusté à 5  par addition de 

NaOH et subit une  stérilisation à l’autoclave (121°C pendant 15min) puis conserver à 4C° 

(figure 08). 

I.2.1.2. Préparation de l’inoculum  

I.2.1.2.1. Préparation de la suspension levurienne   

Les souches amylolytiques sont misent en suspension par addition de 9 ml d’eau 

physiologique et subissent une homogénisation par agitation. 

I.2.1.2.2. Dénombrement des levures 

Le nombre des levures est établi par comptage microscopique  des levures contenues 

dans 1mL de suspension levurienne à l’aide de la cellule de Mallasez (annexe 04). 
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Figure 8 : Préparation du milieu de base 
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            I.2.1.2.3.Ensemencement des milieux de fermentation 

Les milieux sont ensemencés à un volume de 1ml de suspension pour chaque 50ml de 

milieu de culture. Les flacons sont bien fermés puis incubés à 30° C pendant 3J .Des 

prélèvements quotidiennes  ont été effectuées pour les dosages et tous les essais sont effectués 

en trois répétitions (figure 09). 

I.2.2. Dosage des paramètres influençant la cinétique enzymatique: 

I.2.2.1.Mesure de pH : 

La détermination de pH est effectué a l’aide d’un pH mètre au Laboratoire de 

recherche (VTRS), de la faculté de sciences et technologie au l’Université ECHAHID 

HAMMA LAKHDER El-Oued.  

I.2.2.2.Détermination de la biomasse :  

La biomasse est séparée par filtration sur papier Wattman N°2. Le poids sec est 

déterminé après rinçage avec l’eau distillée et séchage dans une étuve réglé à105 C° jusqu'à 

poids constant. 

I.2.2.3. Dosage des Sucres totaux:  

A 1 ml de l’échantillon, 1ml de phénol à 5% et 5 ml d’acide sulfurique concentré sont 

ajoutés, suivi d’un repos de 10 minutes puis une incubation de 20 minutes à 30°C au bain 

marie. La densité optique est mesurée à 488 nm à l’aide d’un spectrophotomètre contre une 

gamme étalon (DUBOIS, 1956)  (annexe 3). 

I.2.2.4.Dosage de l’activité α-amylasique:  

A 1 ml de l’extrait enzymatique tamponnée à pH7 avec du tampon phosphate 0.1M 

sont ajoutés 1 ml de substrat (solution d’amidon 2g/l). Le mélange est incubé à 50 C° pendant 

30 min. La réaction est arrêtée par addition de 0,5 ml HCl suivie de 2,5 ml du réactif de 

l’iode. L’absorbance est lue à 580 nm contre le blanc (préparé à partir de l’extrait 

enzymatique dénaturé à100°C (ZHIZHUANG, 2006) (annexe 05).  
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Figure 9: Préparation de l’inoculum. 
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Chapitre II. Résultats et discussion 

II.1. Analyses physicochimiques du sol :  

Les propriétés physicochimiques des échantillons du sol  prélevés à partir du Chott et 

de Tindla ; sont rapportées dans le tableau 05: 

Tableau 5: Propriétés physicochimique du sol. 

Paramètres Sol de Tindla Sol de chott 

pH 8,11 8,03 

Conductivité 

électrique (ms /Cm)  
55,85 2,79 

Humidité(%) 3,84 3,27 

Azote(%) 0,03 0,01 

Cendre(%) 89,97 98,93 

 

Le tableau 05 montre que le pH des échantillons est légèrement alcalin ; à savoir  un 

pH de 8,11 pour le sol du chott et 8, 03 pour  les échantillons du Tindla. Ces valeurs 

concordent avec les résultats obtenus par Oren (2002) et (Cantrell et al., 2006) ,ces derniers 

ont observé un pH variant entre 7,3 et 8,2 après l’étude des milieux hypersalins au Puerto 

Rico ; c’est également ce qu’a révélé l’étude de Stivaletta et al., (2009),ainsi les résultats de 

Ayad (2012) pour la sebkha Ezzemoul et de Chott Melghir ont révélé un pH neutre à 

légèrement alcalin (de 7,10 à 7,50) .Le pH légèrement alcalin des sols  est dû probablement à 

la présence du gypse (BOUTAIBA et al., 2011). 

Les Sebkha d’où les échantillons ont été prélevés se caractérisent par une salinité 

extrêmement élevée et un taux de végétation très réduit. Selon Richards (1969), on peut 

définir le degré de salinité de sol en fonction de sa conductivité. 

Ainsi l’échantillon de chott  dont la conductivité est 2,79ms/cm (entre 2,4 - 6) est 

considéré comme étant un sol très salé (Tableau 05). Alors que l’échantillon de Tindla est 

considéré comme extrêmement salé avec une conductivité égale à 55,85mS /cm (CE > 6) 

(Tableau 05). 

Les analyses des échantillons ont montré que les deux sols sont pauvres en matière 

organique mais relativement riches en sel minéraux (89,97% et 98,93%) pour l’échantillon de 

Tindla et El chott respectivement (Tableau 05). L’action conjuguée d’un climat caractérisé  

par une évaporation intense et la présence d’une nappe peu profonde fait que la plupart des 

sols ont subit le phénomène de salinisation secondaire (HATTAL., 2001), Ceci est 

probablement dû à la présence de la végétation au niveau du site (Tableau 05). Elles ont 

également montré un taux faible d’humidité des sols pour  le chott est de 3 ,84% et 3 ,27% 

pour Tindla. La mesure d’Azote montre la présence d’azote en faible quantité (0,03 et0 ,01) 
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respectivement pour le sol de chott et de Tindla montre que les deux sols sont très pauvres en 

Azote (CALVET et VILMIN., 1986). 

Selon les résultats, les deux échantillons sont considérer comme des sols secs et salé 

avec pH légèrement alcalin, riches en sels minéraux et très pauvres en Azote. 

II.2. Analyses d’eaux:  

L’étude des propriétés physicochimiques des échantillons d’eaux a donné les résultats 

mentionnés dans le tableau 06: 

Tableau 6 : Analyses physicochimiques et biochimiques des eaux.  

Paramètres Eau Tindla Eau chott 

pH 7,79 7,92 

Conductivité électrique 

(mmoh/cm) 
50,3 25,3 

Cendre (%) 2,6 2,31 

Azote (%) 0,035 0,105 

  

Les valeurs de pH sont neutres et tendent vers l’alcalinité (7,79 et 7,92) pour Tindla et 

El chott respectivement (Tableau 06). Ces résultats concordent avec a ceux obtenus par 

CRSTRA, en 2013 (7,13 ; 10,8) respectivement enregistrés dans les remontée d’eau dans la 

vallée d’oued Righ. Ainsi CHAIB et al .,( 2013), montrent que le pH des eau oscille entre 

7,52 et 8,97 dans la même région. Les valeurs de pH montrent que nos échantillons prélevés à 

partir de ces régions sont riches en ions carbonate. 

Les deux échantillons sont considérés comme des eaux pauvres en matière minérale on 

révélant des pourcentages des cendres comprises entre 2,6% et 2,31% et elles sont riches en 

sels avec une conductivité électrique de l’ordre de 50 ,3 et 25,3 mmoh/cm (Tableau 06). Ce 

qui concorde avec les résultats de CRSTRA (2013), qui montre la lac de Tindla a une CE 

égale a 6,68  mmoh/cm. La valeur élevée de la conductivité électrique est probablement dû à 

la forte évaporation car la région d’étude est caractérisée par un climat aride (une pluviosité 

faible et des températures élevées, pouvant atteindre les 50 °C en saison estivale). 

Par ailleurs, un pH du sol et l’eau, relativement basique, favorise une reproduction 

rapide des populations bactériennes (ALLEN et al., 1987) au dépens de celle des levures, dont 

la croissance est optimale à des pH acides (PHAFF et al., 1978). Malgré ces conditions 

extrêmes, quelques souches levuriennes arrivent à résister, ce qui explique le faible taux de 

souches obtenues.   
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De plus, la présence ou la croissance de certaines espèces peut être liée au dépôt des 

résidus d'animaux ou de plantes et à la structure du sol (son contenu organique, sa porosité 

etc…), qui exercent un effet sur leur distribution (PHAFF et STARMER., 1987).  

II.3. Isolement des souches levuriennes  

La culture des échantillons de sol et d’eau  sur deux milieux (Sabouraud et PDA) a 

permis l’isolement de 16 souches levuriennes. Les résultats sont récapitulés dans le tableau 

07 :  

Tableau 7: Isolement des levures à partir des différents échantillons du sol et d’eau  

Région  Type d’échantillon   Nombre des  souches  

El chott  

 

Eau 04 

Sol 04 

Tindla  
Eau 04 

Sol 04  

 

Après l’incubation ; nous avons isolées 16 souches levuriennes à partir du sol et de 

l’eau (Tableau 07). Ce nombre est supérieur à celui de 5 souches isolées à partir des sols 

sahariennes par BENAOUIDA (2008) et MERABTI (2006). Ce taux de population levurienne 

peut être justifié par le pH du sol, relativement basique favorisant plutôt la croissance des 

populations bactériennes (ALLEN et AHEARN, 1987). En effet, pour une croissance 

optimale, les levures préfèrent des pH acides. 

II.3.1. Aspect macroscopique et microscopique des isolats : 

Après l’incubation pendant 72 h à 25°C, les colonies isolées ont subies à une 

observation macroscopique. Les principales caractéristiques des colonies sont:  

 Couleur : blanc, beige, crème 

 Odeur : des odeurs légèrement alcoolisé ou absence d’odeur 

 Forme : arrondie, ovale 

L’étude macroscopique des colonies permet d’observer la diversité des souches  

levuriennes dans nos échantillons. L’étude de l’aspect macroscopique des colonies doit être 

suivie d’une observation microscopique des cellules. 
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II.3.2. Observation microscopique :    

L’observation microscopique des cellules après la coloration par le bleu de méthylène, 

nous permettons de confirmer l’appartenance des ces cellules au groupe levurienne et de 

vérifier leurs caractéristiques de la reproduction végétative et sexuelle :  

 Morphologie cellulaire : Ovale ou ronde,  

 Mode de reproduction : Bourgeonnement unipolaire à multipolaire.  

 

Figure 10 : Aspect microscopique de centaines souches isolées (x40) 

 

Figure11 : Aspect microscopique de  centaines souches isolées (x100) 
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II.4. Sélection des souches amylolytiques : 

Pour la mise en évidence de l’activité amylasique chez les 16 souches isolée 

précédemment, nous avons utilisé le milieu PDA à 1 % d’amidon (milieu sélectif). Après 

l’incubation (à 30°C pendant 48 h), nous observons des zones de lyse de différentes 

dimensions chez 8 souches ,quatre  souches SEB ,TSB, TEB et SSB ont des zones de lyse 

plus développée par rapport aux autres souches, cela indique la forte capacité à hydrolyser 

l’amidon (figure 12). Ces souches seront sélectionnées pour la  culture dans les trois types de 

lactosérums (caprin bovin et camelin).  

 

 

 

 

 

 

 

Figure 12: Sélection de souches amylolytiques (Après 48 h  d’incubation à 30 °C et à pH 5) 

II.5. Propriétés physicochimiques et biochimiques du lactosérum  

L’étude de la composition chimique des trois lactosérums bovin, caprin et camelin a 

donné les résultats représentés dans le tableau suivant : 
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Tableau 8: Analyses physicochimiques et biochimiques de différents échantillons du 

lactosérum  

Paramètres 
Lactosérum de 

vache 

Lactosérum de 

chèvre 

Lactosérum de 

chamelle 

pH 5,06 4,92 2,57 

Conductivité électrique 

(mmoh/cm)   
9,44 9,1 40,9 

Acidité Dornic (D°) 45° 37° 164° 

Cendre (%) 0 1 1 

Humidité (%) 93 93 94,42 

MS (%) 7 7 5 ,58 

Protéines (g/l) 1,071 0,57 1,74 

Sucres réducteurs (g/l)  43,08 42,6 38,5 

 

Ces résultats ont donné un pH de 5 ,06 et 4,92 pour le lactosérum bovin et caprin 

respectivement (Tableau 08). Ces résultats sont proche à celle de DENDOUGA (2006) pour 

le lactosérum bovin, au temps que le pH du lactosérum camelin est très acide (2,57),  c’est 

probablement due à la procédure de séparation (baissement du pH de séparation).  

Les valeurs de l’acidité Dornic est de 45°D, 37°D et 164°D pour le lactosérum de 

vache, de chèvre et de chamelle, enregistrées respectivement (Tableau 08).  

          Ces résultats sont supérieures à celles indiquée par Adrian et al ., (1991) ; à savoir une 

acidité de l’ordre de 18°D. Ceci est dû à l’acidification du lait avec l’acide chlorhydrique 

(Hcl). 

Par ailleurs, La concentration des protéines est de 1,071g/l pour le lactosérum bovin, 

ceci est inférieure à celui rapportée par BOUCHERIT (2011), pour un lactosérum bovin 

industriel (1,221 g/L). Pour le lactosérum caprin et camelin; la concentration des protéines est 

de 0.57 et 1,74 g/L respectivement (Tableau 08). 

Les conductivités électriques mesurées sont de 9,44 et 9,1mmoh/cm respectivement 

pour lactosérum de vache et de chèvre qui semblent très proches à celles rapportées par 

ALAIS (1975) et JEANTET (2007), soit de 6-8 mmoh/cm   et 9 mmoh/cm respectivement. En 

effet le lactosérum de chamelle présente une conductivité de 40,9 mmoh/cm, ce qui montre la 

richesse de ce dernier en électrolytes et en sels minéraux et probablement son degré 

d’acidification lors de la séparation (Tableau 08).  
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 Le tableau 08, indique également que nos échantillons contiennent des quantités 

moyennes en sucres réducteurs égale à 43,08 g/l et 42,6 g/l, respectivement pour le lactosérum 

de vache et de chèvre, et de 38,5 g/l pour lactosérum de chamelle. Ces valeurs sont 

comparables à celles cité par BOUCHERIT (2011) ; à savoir  une concentration en sucres 

réducteurs de 44,17 g/l pour un lactosérum bovin industriel. Les taux élevés de l’humidité 

(Tableau 08), pour le lactosérum de vache et de chèvre est égale à 93% et de 94,42% pour le 

lactosérum de chamelle ce qui indique la richesse des trois échantillons en eau et leur pauvreté 

en matière sèche ; a savoir un taux de 7 % pour lactosérum de vache et de chèvre et 5,58% 

pour lactosérum de chamelle (Tableau 08). Ceci se concorde avec les normes pour le 

lactosérum acide à de 6,5% de matière sèche cités par FAO (2002). 

La composition chimique, de lactosérum révèle un milieu d’une grande valeur 

alimentaire (sucres, protéines, sels minéraux). Ce sous produit laitier peut donc être employé 

comme un milieu de fermentation pour la production de l’α-amylase. Ce recyclage évite la 

pollution de la nature par la prolifération microbienne. Par ailleurs, GANA et TOUZI (2001) 

préconisent la revalorisation du lactosérum après sa déprotéinisation pour la production de 

biomasse par des levures lactiques. 

II.6. Etude cinétique de la production enzymatique. 

La cinétique de la production de l’α-amylase par les différentes souches sélectionnées 

(TEB, TSB, SSB et SEB) et cultivées dans un milieu à base de lactosérum bovin, caprin et 

camelin. Elle est étudiée au cours de la fermentation par l’évaluation des paramètres du 

milieu. 

II.6.1. Evolution du pH  

Le pH du milieu de production de l’enzyme est initialement ajusté à 5. La figure 13 

montre l’évolution du pH des trois milieux au cours de la fermentation. 

On observe une variation faible de pH (fig. 13), ce dernier varie à son tour d’une 

souche à l’autre en fonction de la durée d’incubation, où il diminue progressivement dès les 

premières heures d’incubation pour toutes les souches et atteint des valeurs faibles à la fin de 

la  fermentation. Le milieu qui présente une variation considérable de pH pour les 4 souches 

est le LC ; à savoir une diminution atteignant des valeurs autour de 3 (fig. 13). 

Pour les deux autres milieux LCH et LV, cet abaissement du pH atteints des valeurs 

autour de 4 (fig. 13). Ce qui concorde avec les résultats de BENAOUIDA (2008) et ZOUBIRI 

(2012) qui affirment que le pH varie entre 5 et 4 dans le lactosérum et sirop de datte 

respectivement, pour la production d’α-amylase levurienne. 
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Cependant, le pH diminue suite à la formation d’acide organiques (acides succinique, 

acétique, formique) à partir des glucides (GANCEDO et SENANO, 1989). 

Toutefois, les variations du pH, peuvent influencer la croissance fongique, soit 

indirectement en agissant sur la disponibilité de certains nutriments, soit directement par 

action sur la membrane cellulaire, sachant que la plupart des souches fongiques peuvent 

ajuster le pH du milieu à leur convenance (Boiron, 1996). Par ailleurs, Kelly (1985) et Prieto 

(1995), rapportent pour l’α-amylase, un pH optimum acide : 4 -4.5 pour Lipomyces starkeyi et 

4.5-5.0 pour Lipomyces kononenkoae respectivement.  

 

 

 

 

    

 

     

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 13: Evolution du pH des souches SSB, SEB, TSB et TEB dans les 3 milieux 

de lactosérum. 
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II.6.2. Evolution de la biomasse : 

L’évolution de la biomasse est présentée par la figure 14 où les souches TSB, TEB, 

SSB et SEB montrent une cinétique de croissance microbienne durant les trois jours de 

culture.  

 

Figure14 : Evolution de la biomasse des souches SSB, SEB, TSB et TEB dans les 3 

milieux de lactosérum.  

On observe généralement une augmentation progressive de la biomasse dans les trois 

milieux, dès le 1
er

 jour de culture est autour de 14g/L, pour atteindre des valeurs maximales 

pendant le 2
eme

 jour est d’environ 20g/L, puis on remarque une diminution de ses valeurs 

jusqu’au 3
eme

 jour à environ16 g/L (fig. 14). Selon BOUCHERIT (2011), la phase de latence 

dure 24 h et correspondant à l’adaptation et à la germination de l’inoculum et que la phase 

exponentielle dure 120 h (du 2éme jusqu’au 7éme jour), elle est caractérisée par une 

croissance rapide avec une valeur la plus élevée de 21g/L. Elle est rapportée par la souche 

TEB dans le lactosérum caprin dans le 2eme jour, ceci est inférieur à celui de SACI (2012) à 



Chapitre II                                                                                             Résultats et discussion 

 

51 

savoir une valeur de 48,54 g/L pour une souche d’Actinomycète isolée à partir de sol salin 

cultivée dans un milieu à base de déchet d’orange. Nos résultats est plus supérieur à ceci de 

BOUCHERIT (2011), qui est signale une valeur de 6,42 g/L par Aspergillus sp isolé à partir 

de sebkhas cultivé a base de lactosérum industriel. 

Durant le 3
eme

 jour, la valeur la plus faible de biomasse est marquée par TSB dans le 

milieu LC (7g/L) (Fig. 14) où la concentration cellulaire viable diminue du fait de la lyse 

cellulaire causée par les conditions devenues défavorables dans le milieu (épuisement en 

source d’énergie). Cette valeur concorde avec ceci de BENAOUIDA (2008) qui est trouvé 

une valeur de 7g/L. 

Malgré l’acidification excessif pendant la procédure de séparation, les milieux LC et 

LCH sont les plus rentables en biomasse pour les quatre souches en présentant des valeurs 

très élevée par rapport au milieu LV et au lactosérum industriel (BENAOUIDA ., 2008  et 

BOUCHERIT., 2011) , 

II.6.3. Evolution de la concentration des glucides : 

La figure 15 illustre l’évolution de la concentration des glucides durant l’incubation. 
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Figure 15: consommation des glucides  par les souches TSB, TEB, SSB et SEB dans 

les 3 milieux de  lactosérum. 

La consommation des glucides varient selon la souche et le milieu de culture. Au 

cours de la fermentation la teneur du milieu en sucres diminue à partir du 1
er

 jour, ensuite la 

consommation des glucides devient importante dans les trois milieux pour les quatre souches. 

Nous notons une diminution la plus rapide de 25,13 g/L à 1,78 g/L marqué par la 

souche SEB dans le milieu LCH comparativement avec les autres souches (fig. 15). Nos 

résultats est supérieur à celle-ci obtenue par MERABTI (2006) en remarquant une diminution 

rapide de concentration des  sucres de 8,83 à 6 g/L dans le sirop de datte par lipomyces sp. 

La diminution des concentrations des glucides dans le lactosérum est due à leur 

assimilation par les levures pour ses activités métaboliques (ZOUBIRI., 2012). 

Les milieux LC et LCH sont les plus convenables pour l’assimilation des glucides par 

les quatre souches par rapport au milieu LV. 

II.6.4. La production de l’α –amylase  

La figure 16 montre un début d’apparition d’α-amylase durant 24 heures d’incubation, 

pour toutes les souches dans les trois types de lactosérum. Ceci peut être expliqué par le fait 

qu’au début de fermentation. Les souches utilisent les nutriments facilement assimilables, tels 

que les sucres fermentescibles du lactosérum pour leur croissance (LEVEAU et BOUIX., 

1993). 

Cependant, au-delà de 24 heures et avec l’épuisement des sucres fermentescibles, les 

souches secrètent des enzymes extracellulaires, telles que l’α-amylase leur permettant de 

dégrader l’amidon pour garantir leur survie. (ZOUBIRI., 2012).  

La production de l’enzyme se manifeste  par  une augmentation progressive d’activité 

amylolytique qui atteint  une quantité  maximale de 708 U pour la souche TSB  cultivée dans 

le milieu LV (fig. 16). Ce résultat est supérieur à celui de MERABTI (2006), à savoir une 

valeur de 571 U marquée par la souche lipomyces sp. isolée à partir du sol saharien et cultivée 

dans un milieu à base rebut de datte. Nos résultats est inférieur à celui rapporté par Djekrif-

Dakhmouche et al., (2006), d’où l’activité amylasique d’une culture mixte d’Aspergillus niger  

et Rhodotorula sp. dans le lactosérum est de 8124 U. 
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Figure 16: Evolution d’activité amylolytique  dans les 3 milieux de lactosérum  de les  

souches TSB,SSB, SEB et TEB. 

II.7. Optimisation de la production de l’α -amylase  

Le temps de fermentation nécessaire pour arriver à l’activité amylasique optimale ainsi 

que l’évolution de la biomasse et l’assimilation des glucides varie d’une souche à une autre et 

d’un milieu de fermentation à un autre 

II.7.1. Optimisation  de production de l’α-amylase  par la souche TSB : 

Selon les résultats de la figure 17, le temps d’arriver à une activité amylolytique 

maximales par la souche TSB se diffère d’un milieu à un autre. Le maximum d’activité a été 

marqué après 24 heures dans le milieu LC (771U), 48 heures dans le milieu LCH (690U) et 

après 72 heures dans le milieu LV (690U) (fig. 17), cette différence de temps de production 

de l’enzyme est probablement due à la teneur de chaque milieu en sucres fermentescibles et 

facilement assimilable (une consommation considérable des glucides dans le milieu LC). 
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Figure17 : Evolution cinétique de la production au cours de la fermentation de la 

souche TSB. 

II.7.2. Optimisation  de production de l’α-amylase  par la souche TEB : 

D’après la figure 18, la production de l’enzyme par la souche TEB est maximal 

généralement après 72 heures de fermentation, c’est dans les milieux LCH et LV où on 

remarque des valeurs maximales d’activité amylasique autours de 600U (fig. 18), au temps 

qu’elle attient cette valeur dans le milieu LC après 24 heures seulement, mais cette dernière 

semble non stable durant la suite de fermentation. 

 

 

 

 

 

 

 

Figure18 : Evolution cinétique de la production au cours de la fermentation de la souche TEB 



Chapitre II                                                                                             Résultats et discussion 

 

55 

II.7.3. Optimisation  de  la production de l’α-amylase  par la souche SSB  

L’évolution des paramètres de la culture de la souche SSB ; à savoir la biomasse, 

l’assimilation des glucides et la production de l’α amylase est représentée dans la figure 19. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 19 : Evolution cinétique de la production au cours de la fermentation de la souche 

SSB 

Les valeurs de l’activité amylolytique marqué par la souche SSB, devient maximales à 

la fin de fermentation dans les deux milieux LV et LCH avec 491 et 605 U respectivement 

(fig. 19). Au temps que l’arriver au maximum d’activité dans le milieu LC se manifeste dans 

les premier 24 heures de la fermentation, ce qui est due à l’évolution de la production de 

l’enzyme amylolytique au cours de la fermentation, expliquer par l’évolution de nombres 

d’individu levuriennes, qui est à son tour traduit par l’augmentation de la biomasse. 

II.7.4. Optimisation  de production de l’α-amylase  par la souche SEB : 

Dans les  milieux LV et LC la souche SEB présente un maximum d’activité 

amylolytique après 48 heures de fermentation avec des valeurs élevées variées entre 600 et 

700U ce qui montre le taux  élevé de production enzymatique (fig. 20). Dans le milieu LC on 

atteint le maximum est de 685 U après 24 heures, mais cette valeur ne se stabilise pas au cours 

de la fermentation, on peut déduire que l’enzyme produite est instable dans ce milieu par 

rapport au autre milieu (fig. 20). 
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Figure 20: Evolution cinétique de la production au cours de la fermentation de la souche SEB  

 

Au cours de la fermentation, l’activité amylasique évolue en parallèle avec la 

biomasse et antiparallèle avec la concentration des glucides chez TSB, TEB, SSB et SEB dans 

les trois milieux LV, LCH, et LC (fig. 20). La juxtaposition des profils de biomasse et 

d’activité amylasique traduit une synthèse associée à la croissance (KOCHER et KATYAL., 

2003 ; TATSINKOU et al ., 2005). 

On note globalement une similitude entre l’augmentation de l’activité enzymatique et 

la dégradation des glucides, ce qui laisse suggérer que l’α-amylase est produite aux dépens de 

la dégradation de l’amidon et des oligosaccharides (fig. 20). Le même constat a été signalé par 

DJOULDE (2004), suite à la fermentation du manioc par sa propre microflore (levures, 

moisissures et bactéries). 

La souche SSB présente la activité amylasique la plus élevée avec 771 U dans le 

milieu LC, donc elle est considérée comme la plus productrice d’ α –amylase (fig. 20). Tandis 

que les souches TSB, TEB et SEB présentent leurs maximums d’activité amylasique avec des 

valeurs de l’ordre de 695, 651 et 679 U respectivement dans le milieu LCH (fig. 20). 

L’optimisation de la production de l’α –amylase, nous a permis de considérer le milieu 

LCH comme le milieu le plus convenable pour la production enzymatique par les souches 

TSB, TEB, SSB et SEB, comparativement aux autres types de lactosérums LV (690 U), LC 

(771 U) et d’autres supports rebut de datte (158 U) d’après MRABTI (2006) et déchets 

d’oranges (530 U) selon SACI (2012) par des souches amylolytiques. 
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Conclusion 

Notre étude comporte sur la sélection et la caractérisation des souches levuriennes 

amylolytiques isolées du sol et d’eau de deux régions sahariennes (Lac de Tindla, et El Chott) 

et la production de l’α-amylase par fermentation dans un milieu à base de trois types de 

lactosérum (camelin, bovin et caprin). 

Une analyse des paramètres physicochimiques et biochimiques des échantillons du sol 

et d’eau sont effectuées. Celle-ci montre que les deux sites de prélèvement des échantillons de 

sol et d’eau  sont  pauvres en Azote,  et se caractérisent par des pH basique avec  une salinité 

élevée, ce qui permet de les classer comme des  milieux extrêmes pour la survie des levures. 

En effet, l’isolement des levures sur les milieux Saboraud et PDA, a permis de 

répertorier 16 souches levuriennes. Pour la sélection, nous avons utilisé un milieu PDA à 1% 

d’amidon. Seules les souches SSB, SEB, TSB et TEB ont révélé des activités amylolytiques 

importantes, ces dernières ont été retenues pour la production enzymatique.  

      L’étude de la composition chimique des trois lactosérums acides a révélé la 

richesse de lactosérum camelin en protéines (1 ,74 g/L) par rapport aux  autres types, en 

effets ; le lactosérum bovin et caprin est les plus riches en sucres réducteur (43,08  et 42,6 

g/L) qui peuvent  servir de source de carbone et d’énergie. 

L’étude de la production de l’α-amylase par des souches levurières cultivée dans  ces 

milieux, révèle que la souche SSB est la plus performante, où la production enzymatique 

atteint son maximum de 771U après 72 heures de fermentation dans le lactosérum camelin. 

La souche TEB dans le lactosérum caprin  donne un  rendement en biomasse de 21g/ L en  3 

jours. Une diminution  rapide et considérable  dans les concentrations des glucides de 25,13 

g/L à 1,78 g/L a été  marquée par la souche SEB dans le milieu LCH.  

Le pH  des milieux semble stable autours de (pH=4) durant la fermentation, ce dernier 

est estimer comme le pH optimum pour la production de l’enzyme par toutes les souches. 

Pour les valeurs de pH des milieux de fermentation, la souche SSB a été capable de dévier le 

pH dans le lactosérum camelin de 5 à 3,77, elle est alors la souche la  plus productrice des 

acides organiques.     

Les profils de cinétique des productions de biomasse et d’α-amylase sur les trois types 

de lactosérum chez les quatre souches, mettent en évidence que les deux maximums de 

l’activité α-amylasique (771U)  (SSB dans LC) et de la biomasse (21g/L) (TEB dans LCH) 
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sont obtenus après  48 jusqu’aux 72 heures de fermentation. Cette superposition des profils 

indique que les deux produits sont corrélés positivement entre eux mais inversement avec la 

concentration des glucides qui se diminue au cours de la fermentation. 

Les souches TEB, TSB et SEB sont les souches amylolytiques les plus performantes, 

en assurant une  activité enzymatique autour de 600U dans les trois milieux de lactosérum. 

Le lactosérum caprin (LCH) est le milieu le plus convenable pour l’obtention du 

maximum d’activité amylasique et de biomasse par les quatre souches amylolytique TEB, 

TSB, SSB et SEB isolées  à partir du sol et d’eau. 

Ces résultats intéressants nécessitent d’autres travaux complémentaire qui portent sur : 

 L’identification des souches isolées. 

 L’optimisation du milieu de production de l’α-amylase, à base de lactosérum, 

afin d’augmenter le rendement enzymatique.  

 La purification de l’enzyme pour une éventuelle utilisation de l’α-amylase en 

industries alimentaires ou pharmaceutique est recommandée. 
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Annexes 
 

Annexe 1: Dosage de la matière azotée totale 

Réactifs : - Acide sulfurique concentré (d =1.84) 

- Acide sulfurique 0.1 N 

- Soude 0.1N 

- Lessive de soude, à 33% 

- Sélénium en poudre pur (catalyseur) 

- Indicateur rouge de méthyle 

- Papier pH ou papier tournesol 

- Billes en verre ou pierre ponce 

Matériels : - Balance de précision 

- Matras kieldahl de 500ml 

- Appareil à distiller 

- Réchaud à gaz ou électrique 

- Burette de 250 ml 

- Erlen- meyer de 300 ml 

Protocole : 

Première étape : minéralisation sulfurique 

Introduire dans un matras Kjeldahl de 500 ml : 

- 1 g d’échantillon 

- 2 g de catalyseur (bien mettre en suspension l’échantillon au sein du catalyseur) 

- 20 ml d’acide sulfurique concentré 

Porter ensuite le matras sur une rampe chauffante, permettant l’aspiration des vapeurs 

sulfuriques. Prolonger le chauffage une demi- heure après décoloration complète, c’est-à-dire 

après que la solution soit devenue limpide. Laisser refroidir. 

Seconde étape : déplacement et distillation de l’ammoniaque : 

Verser dans le matras de Kjeldahl contenant le sulfate d’ammonium : 

- 160 ml d’eau distillée 

- 80 ml de lessive de soude à 33% 

Ajouter quelques graines de pierre ponce pour régulariser l’ébullition. Pour le déplacement de 

l’ammoniaque, il faut ajouter la lessive de soude délicatement , une fois que l’appareil à 

distiller est prêt à fonctionner : Réfrigération assurée et extrémité de l’appareil plongeant dans 
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un erlen –meyer contenant 20 ml d’acide sulfurique 0.1 N( l’extrémité de l’appareil doit être 

en contact avec le liquide). Vérifier la fin de la distillation en recevant quelques gouttes de 

distillat, soit sur un papier tournesol rouge, soit sur du papier. 

Troisième étape : 

L’ammoniaque distillée, est reçu dans l’erlen-meyer contenant l’acide sulfurique en excès 

(20ml). On ajoute dans l’erlen- meyer quelques gouttes de rouge de méthyle et on titre par la 

soude 0.1N l’acide sulfurique restant (proportion qui n’a pas réagi avec l’ammoniaque). Doser 

goutte à goutte avec la soude contenue dans la burette, jusqu’au virage jaune pale persistant. 

Calculs : Le pourcentage d’azote est déterminé selon la formule suivante : 

N= 0.0014 x Vx 100p 

V : volume initial de l’acide sulfurique – volume de l’acide sulfurique restant qui n’a pas 

réagit avec l’ammoniaque 

P : poids de l’échantillon 

Le pourcentage d’azote par rapport à l’échantillon sec sera donc : 

N = 0.0014 x Vx 100 x 100p (100- H) 

H : l’humidité de l’échantillon. 

Et pour obtenir une valeur appropriée du taux de protéines, il faut multiplier le taux d’azote 

par un coefficient déterminé expérimentalement, qui est égal à 6.25 dans notre échantillon. 

 

Annexe 2:  Potato Dextrose Agar (PDA) 

Pomme de terre ………………………………….…250 g 

Glucose ……………………………………………...20 g 

Agar …………………………………………………15 g 

Eau distillée…………………..compléter jusqu’à 1000 ml 

- Laver la pomme de terre non pelée. 

- Couper en cubes dans 500 ml d’eau distillée. 

- Porter à ébullition pendant 30 – 45 min. 

- D’autre part faire fonder l’agar dans 500 ml d’eau distillée. 

- Écraser la pomme de terre, filtrer puis ajouter le filtrat à la solution d’agar. 

- Ajouter le glucose. 

- Compléter le volume à 1000 ml. 

- Stériliser par autoclavage à 121° C / 15 min. 
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Annexe 3:Dosage des sucres 

Réactifs: - Phénol 5 % dans l eau distillée. 

- Acide sulfurique concentré à 95% de pureté et de densité d = 1,84 

Protocole : 

- Ajouter à 1 ml d échantillon, 1 ml de phénol et 5 ml d acide sulfurique concentré. Agiter et 

laisser reposer 10min à température ambiante. 

- Incuber au bain marie à 30°C pendant 20 min. 

- Mesurer la coloration jaune orangé à 488 nm, les valeurs obtenues sont traduites en 

concentrations de glucose par référence à une courbe d étalonnage préalablement établies.  

 

 

Figure 21: La courbe d’étalonnage de glucose. 
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Annexe 4 

 

 

Figure 22 : dénombrement des cellules levuriennes contenues dans 1ml de suspension.  

 

Annexe 5 : dosage de l’activité amylasique 

Réactifs pour le dosage de l’amidon 

-Solution d’amidon à 2mg/ml. 

- Réactif de l’iode : 0.2 g d’I2 dissous dans 100 ml de KI à 2 % dans 0.1 N HCl. 

-1M HCl. 

Protocole : 

-1 ml de l’extrait enzymatique tamponnée à pH7 avec du tampon phosphate 0.1M  

-1 ml de substrat (solution d’amidon 2g/l). 

-incuber à 50 pendant 30 min.  

-La réaction est arrêtée par addition de 0,5 HCl suivie de 2,5 ml du réactif de l’iode. 

-L’absorbance est lue à 580 nm contre le blanc (préparé à partir de l’extrait enzymatique 

dénaturé à100°C. 
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Figure23 : courbe d’étalonnage de l’amidon 
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Résumé : 

Contribution à l’étude de l’influence des paramètres physico-chimiques sur l’activité 

amylolytiques des levures 

Ce travail s’intéresse à la production d’α-amylase par des levures isolée des sols  et 

eaux salé, et cultivées  sur  des milieux à base de lactosérum. Pour cela des prélèvements ont 

été effectués au niveau de 2 sites différents  Lac de Tindla et El Chott  située dans  la wilaya 

d’El Oued.  

L’étude consiste à purifier les souches fongiques ayant une activité amylolytique. 

Après isolement et purification sur milieux Saboraud et PDA, on a obtenu 16 souches dont 8 

possèdent une activité amylasique. Parmi ces dernières, 4 souches (TEB, TSB, SSB et SEB) 

ont été sélectionnées pour la  fermentation selon les zones d’hydrolyse sur milieu PDA (1% 

amidon). 

Le milieu de fermentation a été préparé à base de lactosérum camelin, bovin et caprin. 

L’analyse de ces derniers a montré leurs richesses  en  sucres (autour de 40 g/l), en sels 

minéraux (10g/L) et le faible teneur en protéines (environ 1 ,5 g/L).  

 L’étude cinétique de la production de l’ α-amylase sur ces milieux, montre que les 

souches assurent le pH optimum pour la production de l’enzyme en abaissant le pH de milieu 

au pH =4, alors que les profils de biomasse s’évoluent  pour atteindre des valeurs élevées 

(maximum de 21g/L par TEB) à la fin de fermentation.  

 L’optimisation de la production nous  a permis de considérer la souche SSB  comme 

la plus performante par rapport à sa production  d’α- amylase (771U), après 72 heures de 

fermentation dans le lactosérum camelin, ainsi que  le lactosérum caprin comme milieu   

optimal pour la production de l’enzyme par les souches sélectionnées en assurant une activité 

amylasique autour de 600U.    

Mots clés : L’α-amylase, Levures amylolytiques, Lactosérum, Fermentation, 

Optimisation. 
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: الملخص  

 المساهمة في دراسة تأثير العوامل الفيزيوكيميائية على النشاط الإنزيمي للخمائر

معضَنت مه حشبت َمٕاي مانحت خمائش  انٍذؾ  مه ٌزا انعمم ٌُ اسخخلاص الأمٕلاص مه طشؾ

نٍزا انؽشض حم أخز عٕىاث مه . (والت’ماعض’بمش﴿طبٕعٕا َإوخاجٍا  عهّ ثلاثت أوُاع مه مصم انحهٕب 

 .مىطمخٕه مخخهفخٕه بحٕشة حىذنت َانشظ عهّ مسخُِ َلأت انُادْ

 8 مه بٕىٍا مائشسلانت مه انخ16 مه خلال عضل انفطشٔاث راث انىشاط الإوضٔمٓ ححصهىا عهّ 

حسب مىاطك  (TSB,TEB, SSBَ SEB)  سلالاث4مه ٌزي الأخٕشة حم اوخماء . أظٍشث وشاط إوضٔمٓ 

نؽشض انخخمش فٓ  أَساط  حم ححضٕشٌا مه مصم حهٕب   ( وشاء(PDA    1%انخحهم فٓ انُسظ 

الأملاح انمعذوٕت  (ل/غ40حُانٓ )انبمش َ انماعض َانخٓ أظٍش ححهٕهٍا انكٕمٕائٓ ؼىاٌا بانسكشٔاث ,انىالت

أظٍشث انذساست انحشكٕت لإوخاج الأوضٔم فٓ ٌزي  .(ل حمشٔبا/غ1,5)َ وسبت لهٕهت مه انبشَحٕىاث (ل/غ10)

  حضمه دسجت انحمُضت انملائمت نلإوخاج َ رنك بخفضٍا نحمُضت انُسظ إنّ مائشالأَساط أن انخ

pH=4ُِفٓ حٕه أن انكخهت انحُٕٔت حخطُس نخبهػ لٕم لص (ل كأعهّ لٕمت مه طشؾ انسلانت /غ21TEB )

 الأكثش إوخاجٕت نلأوضٔم  الأمٕلاص SSBسمحج نىا دساست ححسٕه الإوخاج باعخباس انسلانت .فٓ وٍأت الإوخاج 

(771U ( كزا اعخباس مصم حهٕب انماعض انُسظ ,سا مه انخخمش فٓ مصم حهٕب انىالت 48 فٓ ظشؾ َ

 .U 600 انمىخماة نضماوً وشاطا إوضٔمٕا ٔفُق مائشالأمثم لإوخاج الأوضٔم مه طشؾ انخ

.ححسٕه الإوخاج ’حخمش’مصم انحهٕب’خمائش محههت نهىشاء’ الأمٕلاص:الكلمات المفتاحية  

 


