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Résumé

Ce travail porte sur I’isolement des souches levuriennes a partir du blé dur et la culture
de ces dernieres dans un milieu a base de jus de datte afin d’optimiser la production 1’a-
amylase.

L’analyse physico-chimique de sirop de dattes employé a révélé un substrat de
fermentation de pH acide 5.68, riche en sucres facilement fermentescibles (30.53% MS), alors
que la quantité de cendre (2%) explique la teneur moyenne en éléments minéraux. Cette
composition peut révéler un milieu favorable pour le développement des levures et 1’a-
amylase.

Nous avons sélectionné six souches levuriennes productrices d’a-amylase (S1, S2, S3,
S4, S5 et S6) a partir du blé dure (Triticum durum) locale de la wilaya d'El-oued, ces souches
seront cultivées dans le sirop de datte enrichie par certains éléments minéraux. La cinétique de
production de biomasse et d’a-amylase a été étudiée quotidiennement.

Nos résultats ont montré que la biomasse apparait des les 2°™ jour et atteint son
maximum au 3™ jour d'incubation pour la plupart des souches avec une maximum biomasse
chez le S5 (48g/1).

De méme, le maximum de sécrétion de 1'enzyme est attient a la fin d'incubation pour
la plupart des souches avec une maximum sécrétion d'a-amylase observée chez la souche S1
(1444.61pg/ml/h).

Pour le but d'optimiser la production de biomasse et d’a-amylase, on a changé les pH
(pH: 4, 7 et 8) et la concentration d'amidon (15, 20 et 25 g/1) dans le milieu de culture.

Ces résultats montrent que la maximum biomasse est enregistré chez le S3 et S4 dans
le milieu acide avec valeur 48 g/l. alors que la maximum sécrétion de l'enzyme a été
enregistré chez la S6 dans le milieu de pH= 8 avec valeur 1504.37 pg/ml/h. aussi la S6

2éme

produit le maximum de biomasse dans le milieu B avec valeur 54 g/l dans la jour et le
maximum de sécrétion d'enzyme a-amylase avec valeur 1577.26 ug/ml/h dans le milieu C a la
fin d'incubation.

Mots clé: Sirop de datte, BI¢é, Levure, L’a-amylase, Biomasse, Amidon.
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Abréviation

A Milieu contenant 15 g/l amidon
ARN Acide ribonucléique
Asp acide aspartique
ATP Adénosine tres phosphate
B Milieu contenant 20 g/l amidon
C Milieu contenant 25 g/l amidon
Glu Acide glutamique
H Heure
HMF hydroxy-méthylfurfural
Mg Milli gram
MS Matiere seche
NAD* Nicotinamide adénine dinucleotide
PDA Potato Dextrose Agar
pH potentiel d’Hydrogene
S Souche
SM solution mere

pg/ml/h Micro gram / milli litre/ heure
u Micron
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Introduction générale
Introduction générale

La biotechnologie consiste a l'utilisation des organismes (champignons, levures,
bactéries, plantes), dans les diverses activités industrielles. (CHEVALLIER., 1990). Les
biotechnologies trouvent leurs application essentiellement dans la santé, 1'énergie,
I'environnement, 1'agriculture et 1'alimentation...etc (TANTAOUI EL ARAKI., 2005).

Les produits des biotechnologies modernes de levure empictent sur de nombreux
secteurs commercialement importants, y compris alimentaires, boissons, produits chimiques,
produits pharmaceutiques, des enzymes industriels, agro-alimentaire et l'agriculture. La
grande majorité des levures sont bénéfiques pour la vie humaine (SATYANARAYANA.,
GOTTHARD., 2009).

Les levures sont des microorganismes eucaryotes et de champignons unicellulaires
ayant des capacités a se multiplier rapidement car elles sont moins exigeantes en nutriments
(LAMMLI., 2011). Elles sont facilement mises en ceuvre dans d'autres exploitations (culture,
recherche et applications industrielles) par rapport aux procaryotes. (BENAOUIDA., 2008).
Communautés de levure ont été trouvés en association avec les plantes (graines, fruits,...), les

animaux et les insectes (SATYANARAYANA., GOTTHARD., 2009).

Les graines de céréales comme le blé, riz, orge, et les fruits comme la datte, la tomate,
I’oronge, constituent, depuis toujours, la principale ressource alimentaire de I’Homme et de
I’animal. Malheureusement, de nombreux agents de détériorations (vertébrés, insectes,
moisissures, levure,...) peuvent y se développer. Donc ces aliments et y compris les grains de
céréales sont des milieux propices au développement des ces micro-organismes (ZOUAOUIL.,

2012; SIBOUKEUR et al., 2001 et SACL., 2012).

L’utilisation des ces aliments comme source ou milieu de culture de micro-organisme
par la biotechnologie pour produire de nombreux produits est récemment treés courant, parmi
ces produits figure 1'a-amylase bactérienne ou fongique (moisissure, levure). Cependant, les
moisissures et les levures sont considérées comme les microorganismes les plus importants en

biotechnologies par leur forte activité enzymatique (NOUADRI. 2011).

L’a-amylase comme toutes les enzymes est une macromolécule appartenant a la classe
des protéines globulaires. Les o-amylases microbiennes sont parmi les enzymes les plus
utilisés dans les procédés industriels: industrie alimentaire, pharmaceutique, textile, papeterie,

et détergent, en raison de leur productivité et thermo-stabilit¢ (MERABTI., 2006).
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Dans notre étude portant sur la production d’a-amylase; nous avons choisi les levures
isolée a partir du blé, comme agents de fermentation, vu leur place importante sur le marché
des enzymes amylolytiques, et le sirop de dattes de la variété Ghars produites dans la région
d’El-oued, comme substrat de fermentation, car ils ont ’avantage d’étre a la fois de faible

valeur marchande, abondants et théoriquement inépuisables.

Le présent travail a pour principaux objectifs, l'isolement et la sélection des levures
productrices d'amylase a partir de blé d’une part, et I’optimisation du milieu de culture,
constitué du molt extrait des rebuts de datte de la variété Ghars, d’autre part. La
concrétisation de ce document est comme suit:

e Premicre partie, concerne la synthese bibliographique sur I’a-amylase, les levures et
enfin les dattes et leurs sirop.

e Deuxieme partie, on s’intéresse aux matériels et aux méthodes utilisées lors de la
présente étude : analyse physicochimiques du blé et de sirops de datte et 1’étude de
I’optimisation de la production de I’enzyme.

e Troisieme partie, on présente les résultats obtenus avec leur discussion et on termine

par la conclusion et les recommandations.
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L. L' a-amylase

L.1. Définition

L’a-amylase [a-(1,4)-D-glugane glucanohydrolase (E.C.3.2.1.1)] est une endoenzyme
appartenant a la famille des hydrolases (Mercier., 1985 et Keating et al., 1998). Elle
hydrolyse au hasard, les liaisons osidiques de 1'amylose, de 1'amylopéctine, de 1'amidon, du
glycogene et d'autres polysaccharides contenant plus de trois liaisons a (1,4) D-Glucose (AIT
KAKI-EL-HADEF et al., 2012).

Chez les mammiferes, I'a-amylase est présente principalement dans les sécrétions
salivaires et pancréatiques. Celle d’origine microbienne (bactéries, moisissures et levures) est
exo cellulaire, exceptées certaines especes comme Bacillus subtilis et Pishia burtonii
(MOULIN et al., 1978 et MANTSALA et al., 1979).

Bien que I’a-amylase de différentes origines ait tres peu de séquences d'acides aminés
identiques, leur structure tridimensionnelle et 1'organisation de leur site actif sont similaires
(MERCIER., 1985). La valeur normale est inférieure a 90 UI/L dans le sang (COOLEY et
al., 1990).

I.2. Nomenclature de I’a-amylase

Nom codifié : E.C.3.2.1.1.

Nom commun : a-amylase.

Nom systhématique : 1,4-0 -D-glucane-4-glucano hydrolase.

synonymes : glycogénase, endoamylase, taka-amylase, maxilase (SCHAMBURG et
SLZMANN., 1991 et DAUTER et al., 1999).

L.3. la structure de I’a-amylase

L’a-amylase fongique est une glycoprotéine, comportant trois domaines globulaires
(A, B et C) (FARBER et PETSKO., 1990). Elle renferme une partie glucidique, qui
est formée principalement, de D-mannose, D-glucose, D-galactose, D-xylose et D-
glucosamine (STEFANOVA et EMANUILOVA .,1992) associés chimiquement a la chaine
polypeptidique constituée de 471 a 483 résidus d’acides aminés, avec 4 ou 5 ponts disulfures
(HESLOT., 1996).
- Le domaine central A, forme un tonneau (f/a)s qui contient 8 feuillé B plissés et qui se
disposent de fagcon parallele et de 8 hélice a, 1l porte le site actif a la partie C-terminale des

feuillets f.
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- Le domaine B est formé d'une boucle de 64 résidus d’acide aminé reliant A- B3 avec A-os
et constitue une sorte de « couvercle » au-dessus du site actif.

- Alors le domaine C est constitué d’un tonneau de 8 feuillets B antiparalleles (KADZIOLA
et al., 1994) (figure:1).

B7 o7b

Eﬁ

T

{ C-terminal 1
| g’h I 5 l J |
EN A B M F !
i B XEX B "B E
34 5 3 B2 61
\ F -
‘\‘F/ T BN Er : \&;/
& B\NY | Y |
Domain < :

Figure 1 : La représentation des domaines et des éléments de la structure secondaire de

I’a-amylase (KADZIOLA et al., 1994).

En outre, I'o -amylase est une métallo-enzyme a calcium (COMI et al., 2000 et
SAVCHEKO et al., 2002). Elle comporte au moins un ion de calcium par molécule. Cet ion
joue un grand rdle dans le maintien et la stabilité de la structure tertiaire de I’enzyme ainsi que
dans son activité catalytique (BOEL et al., 1990). Pour certaines I’a-amylases, la présence
d’un site de fixation du Cl est également signalée (HWANG et al., 1997) et pour d’autres,
lion Zn2* (COMI et al.,2000) (figure: 2).
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Figure 2:Représentation de Structure secondaire et tertiaire de 1’a-amylase de 1'orge
(DEVINA., 2010).
(Les fleches cylindriques représentent les hélices a, et les fleches plates représentent les

feuillets p. Les spheres translucides représentent les ions de Ca*?).

I.4. Mécanisme d'action

L’activité catalytique de I'enzyme impliquée la participation des trois acides aminés
du site actif : Asp 231 (nucléophile catalytique), Glu 261(donneur catalytique de I'hydrogene)
et Asp328 (l'aide de catalyse) (MC CARTER., WITHERS., 1996 et UITDEHAAG et al.,
1999). En effet, la réaction catalytique est réalisée en trois étapes:

I. Protonation de I’oxygene glucosidique par le donneur de proton Glu 261 suivi d’une
attaque nucléophile sur C1 du résidu du sucre en position 1 par Asp 231 et le départ de
I’extrémité réductrice du substrat (DAVIES et al., 1999).

II. Activation d’une molécule d’eau, vraisemblablement par le maintien du Glu 261 de
protonné (NIELSON et al., 2001).

III. Régénération de I’état initial et libération de 1’autre fragment du substrat, par
hydrolyse du lien covalent entre 1’oxygene nucliophile de I’Asp 231 et le Clde résidu du
sucre en position] (NIELSON et al., 2001 et BENAOUIDA., 2008) (figure: 3).

Glu 261
[ C

C 11 c

* P /Y
I/ 0 '{-O 1] E 0
(' — W\M — i}\\
<' R

Il
D‘C’h

Asp 231

Figure 3: Mécanisme catalytique (MERABTIL., 2006).
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L.5. Caractéristiques de I’a-amylase

» Poids moléculaire
Le poids moléculaire des a- amylases varie d’une origine a I’autre et d’une espece a
I’autre. Il est compris entre 40.000 et 90.000 daltons (SCHOMBURY., SALZMANN.,
1991). Celui des o- amylases levuriennes, s’échelonne entre 40.000 et 70.000 daltons

(PANCHAL., 1990).

» PH optimum
Les a-amylases sont généralement stables dans une gamme de pH de 5 a 8, avec un
optimum se situant entre 4 a 5 pour les a-amylases fongiques et un optimum supérieur a la
neutralité 6 a 8.5 pour les a-amylases bactériennes (AIT KAKI-EL-HADEF A., 2012). Pour
les levures, I’enzyme requiert, selon les especes, des pH entre 4 a 6 (PANCHAL., 1990).

» Température optimum

Les amylases microbiennes, quant a elles, ont une forte thermostabilité (30°C—-60°C)
et leur température optimale peut étre plus élevée, se situant entre 40°C et 70°C et (PARK et
al., 1997).

Selon l'origine et les especes, les o- amylases ont des températures optimales
comprises entre 40°C et 90°C (SCHOMBURY ET SALZMANN, 1991).. En effet, I’alpha
amylase bactérienne est réputée pour sa grande thermo-stabilité, celle de Bacillus
amyloliquefaciens est caractérisée par un optimum de température qui, selon les applications
va de 70°C a 90°C , alors que I’alpha amylase fongique est d’une thermo-stabilité assez
faible, son optimum se situe entre 50°C et 55°C (NOUADRI T., 2011). L’alpha amylase
levurienne a des optimums de température, allant de 40°C a 60°C et parfois méme 70°C pour

certaines especes comme Lipomyces starkeyi (PANCHAL., 1990).

L.6. Effecteur

Les amylases sont des métalloprotéines absolument dépendantes du Ca®* qui est
vraisemblablement un activateur allostérique (EGAS et al., 1998). Le calcium ne participe
pas directement a la formation de complexe enzyme-substrat mais il maintient I'enzyme dans
une conformation optimale pour un maximum d'activité et de stabilité¢ vis a vis de la
dénaturation thermique (le maintien de sa structure tertiaire) (SAVCHEKO et al., 2002) et de
la dénaturation acide vis a vis de la protéolyse (NIGAM et al.,1995).

Cependant les ions CI', Zn™*, Mg ™, Mn™* et Fe™* sont également des activateurs de 1’o-

amylases (SCHOMBURG et SALZMANN., 1991), De plus, I’histidine , le mercaptoéthanol,
6
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le dithiotrithol sont aussi considérés comme des activateurs et 1’acide acétique stimule 1' a-
amylase.

L'activité enzymatique de 1' o-amylase n'est pas modifiée par les ions K*, Na*, NH4"
mais elle est fortement inhibée par '’EDTA (agent chélateur du calcium), I’'urée 8M, certains
composants amides (TORALBALLA et EITINGON., 1967), I’acide formique, 1’acide
oxalique, I’acide lactique et I’acide citrique et les métaux lourds (TALAMOND et al.,
2002).D’autres éléments, ont une action négative sur 1’activité amylasique : 1’iodoacétate,

I’acide ascorbique, I’isopanitol et le maltotriit (SCHOMBURG et SALZMANN .,1991).

L.7. Différentes origines :

L’a-amylases de différentes origines (bactérienne, fongique, animale et végétale),
n’affecte pas I'activité amylolytique. Les a-amylases sont abondantes dans tous les regnes,
elles ont été isolées par extraction a partir des tissus végétaux et animaux ou par fermentation

par des cellules microbiennes (NOUADRI T., 2011).

L.7.1. Origine animale

I’a-amylase animale est généralement extraite de la salive humaine et du pancréas des
mammiferes tels que les porcs et les veaux (CHATTERTON et al., 1996). Chez I’homme,
I’amylase est largement présente dans les sécrétions salivaires (amylase S) et pancréatiques

(amylase P) (COOLBEAR et al., 1992).

1.7.2. Origine végétale :

Les a-amylases végétales possedent une importance primordiale dans le métabolisme
glucidique ou elles participent a la conversion de I'amidon en le réduisant en sucres
réducteurs qui sont la source énergétique nécessaire a la germination et elles sont
généralement incapables d'hydrolyser le maltose (NOUADRI T., 2011).

Ces enzymes végétales sont généralement obtenues par extraction a partir des
céréales notamment le blé, 1'orge, le son ou le riz (SRINIVASA R et al., 2004). Elles sont

souvent formées au cours de la germination des grains.

1.7.3. Origine microbienne

On distingue les a-amylases fongiques et bactérienne.

¢ les a-amylases fongiques
les a-amylases fongiques différent des amylases bactériennes par une inactivation

par la température, un pouvoir élevé de saccharification et un pH optimal faible (4-5)
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(COSTES.,1982). La production industrielle d'enzymes a partir des microorganismes

fongiques, parmi les genres Aspergillus et Penicillium (NOUADRI,, 2011).

e L' o-amylase bactérienne
Ce type d'enzyme est obtenu principalement par fermentation de Bacillacées.
Historiquement la premicre enzyme a été produite a partir de souches de Bacillus
amyloliquefaciens, B. licheniformis ou B. subtilis fermentant en surface (MCTIGUE et al.,
1995). Par ailleurs, les levures participent également a la production de 1’a-amylase

(NOUADRIL,, 2011).

L.8. Intérét et utilisation industrielle
Actuellement, les a-amylases microbiennes sont parmi les enzymes les plus utilisés
dans les procédés industriels : industrie alimentaire, pharmaceutique, textile, papeterie, et

détergent, en raison de leur productivité et thermostabilité (BEHAL et al., 2006).

e Utilisation de I'a-amylase dans les industries agro-alimentaires
Tableau 1: Applications industrielles de I'alpha- amylase
(NOUADRI., 2011).

Industries Applications

Solubilisation de I’amidon, accompagnée d’une chute importante de la
Glucoserie  viscosité (liquéfaction).

Réduction de la viscosité des sirops de cannes a sucre, en hydrolysant les

Sucrerie contaminants amylacés pour réussir le processus de cristallisation.
Biscuiterie et = Amélioration des propriétés rhéologiques et fermentaires de la pate, ainsi

Panification = que le volume de la mie et la coloration de la crofite.

¢ Domaine médical et pharmaceutique

Dans le domaine pharmaceutique, les a-amylases sont utilisées comme agent anti-
inflammatoire et aussi comme aide digestif pour éviter les dyspepsies et les fermentations
intestinales (MERABTTI., 2006).

Dans le domaine médical, le taux de I’a-amylase dans les liquides biologiques peut étre
utilisé pour détecter certaines maladies : insuffisance cardiaque, oreillons, cancer du pancréas

(BENAOUIDA., 2008).
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¢ Aautre utilisation

Les a-amylases sont aussi utilisées dans l'industrie textile pour le désencollage des tissus
ainsi que dans les domaines de la tannerie, de la papeterie et des détergents pour les lessives
ou elles facilitent la disparition des taches en dégradant les souillures, permettant ainsi
I'augmentation du pouvoir blanchissant. Elles sont utilisées aussi dans le traitement des eaux

résiduaires pour I’élimination de I'amidon (BENAOUIDA., 2008 et MERABTI., 2006).
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II. Les levures

I1.1. Définition

Le mot levure, selon (PHAFF et al., 1968), provient du mot latin « levare » qui se
traduit par lever. Ce mot a été appliqué aux levures en raison de I’aptitude de ces micro-
organismes a produire de CO2 pendant la fermentation et a lever la surface mousseuse d’un
milieu liquide de fermentation (OTENG-GYANG., 1984). Les levures peuvent étre définies
comme des eucaryotes microscopiques. Elles sont des hétérotrophes faisant partie du groupe
des champignons dont on les distingue par leur caractere unicellulaire et l'absence de vrai
mycélium (au moins dans la plus grande partie de leur cycle biologique) (TIBOR DEAK .,
2007).

I1.2. Habitats

Dans la nature, les levures se trouvent principalement sur les végétaux riches en
sucres directement assimilables. D'autres, se développent au niveau des eaux douces et
profondes. Par ailleurs, une large variété de levures vit dans le sol, plus ou moins
représentative de la flore levuriennes associée aux plantes, champignons et animaux vivants a
la surface. Néanmoins, pour d’autres especes, le sol demeure leur seul habitat (MERABTL.,

2006).

I1.3. Morphologie

Les cellules de levures sont généralement ovoides ou sphériques, parfois cylindriques
(MADIGAN., JOHN., 2007). Leurs dimensions trés variables de 1 a 5 microns et de
diametre jusqu'a 5 a 30 p de longueur les dimensions et aspects varient selon l'age,
I'environnement et le milieu de culture (ATI ABDEL OUAHAB., 2008). Les cellules
peuvent apres bourgeonnement rester liées les unes aux autres et constituer aussi un pseudo-
mycélium. Plus ou moins différencié suivant les genres ou les especes. Dans certaines
conditions, d’autres levures peuvent produire de mycéliums caractéristiques de champignons

filamenteux, comportant des cloisons transversales ou septa et présentant une croissance

apicale (BOURGEOIS et al., 1988).

10
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Figure 4: I’aspect morphologique d’une levure (BACHA., 2008).

I1.4. La structure

La structure cellulaire est de type eucaryote. La paroi rigide est de 15 a 230 nm
d’épaisseur. Elle est caractérisée par la présence de polysaccharides (surtout mannane et
glucane, la chitine, des protéines dont certaines sont des enzymes (invertase). Le noyau est
entouré d’'une membrane qui persiste pendant la division cellulaire, le nombre de

chromosomes est variable suivant les levures (BOURGEOISET., 1996).

Exocytose
Vésicule sécrétoire
Parot
Espace périplasmique
Appareil de Golgt
Membrane plasmique
Chromosomes
Noyau
Plasmide 2 pm
Mitochondrie
Réticulum endoplasmuque
ADN mitochondrial
Ribosomes libres
Cytoplasme Vacuole
Endosome

Figure 5: Représentation idéalisée d’une cellule de levure (LARPENT., 1991).

11
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La composition chimique d’une levure est tres variable suivant I’espece. En moyenne

elle s’établit dans le tableau:

Tableau 2: Composition moyenne d’une levure seche.

(BACHA., 2008).

Composants Teneurs (en %) pour 100G
Eau 05
Protides 45
Cendres 03
Lipides 38
Glucides 38

I1.5. Reproduction

Selon les conditions physico-chimiques du milieu de culture, les cellules de la levure

peuvent utiliser deux modes de reproduction différentes.

I1.5.1. Reproduction végétative:

Lorsqu’on parle de bourgeonnement, cela donne a penser immédiatement aux levures.
C'est le processus asexué au cours duquel la cellule mere émet une petite excroissance ou
bourgeon qui augmente de taille et s'organise a l'aide d'une partie du matériel nucléaire et
cytoplasmique de la cellule parentale. Cette multiplication se traduit, lors de la séparation des
cellules, par la formation d'une cicatrice de bourgeonnement sur la cellule mere et d'une
cicatrice de naissance sur le bourgeon. Dans le mode de multiplication par bourgeonnement, il
ne se forme pas deux bourgeons sur le méme site (sauf cas de bourgeonnement bipolaire) le

nombre de bourgeons par cellule se trouve donc limité (BOUZEGAG., 2007).

o _.
o4 O (bég C;
C o V//O 0 CI:\,@

Bourgeonnement polaire Bourgeonnement bipolaire Bourgconnement multilatéral Fission

Figure 06: Types de division: 1- Bourgeonnement simple, polaire (Saccharomyces) 2-
Bourgeonnement bipolaire (Saccharomycodesi) 3- Bourgeonnement multilatéral 4 -

Scissiparité, fission (Scfzizosflccharomyces ) (HENCKE., 2000).

12
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I1.5.2. Reproduction sexuée

Les levures appartiennent aux Eucaryotes et de ce fait, présentent les caractéristiques
de la division méiotique: fusion des deux noyaux haploides, formation d’un noyau diploide.
La persistance de la membrane nucléaire pendant la division conduit a une structure en 4
lobes autour desquels se forme une paroi qui entraine la rupture de la membrane nucléaire et
I’individualisation des spores (BOURAS et al., 2006).

Certaines levures sporogenes forment des spores sur n’importe quel milieu, en
revanche, d’autres exigent des conditions de croissance ou de sporulation bien déterminées.
En I’absence de ces conditions, une levure sporogenes peut se multiplier indéfiniment par

voie végétative (BOURGEOIS., LARPENT., 1996).

ole

Spore Cellule boul'geonnante Cellule en division

_ asque
s @ o«

Q) @ @\
cycle a
mitotique \

( o 22
d\ﬁ t./ @

zygote a/a

méiose
@ ascospores

conjugalson

Figure 7: Cycle biologique de la levure S. cerevisiae. (REFICE et al., 2011).

I1.6. Classification

La classification de référence est actuellement celle de (KREGER-VAN., 1984) qui
présente des changements sensibles par rapport a la précédente classification de (LODDER.,
1971). En particulier, de nouveaux critéres taxonomiques comme la composition en bases de
I'ADN, la structure de la paroi, le type de coenzyme Q est pris en compte pour permettre des
études plus rigoureuses. La classification actuelle répertorie 60 genres et 500 especes
(BENAOUIDA., 2008). Selon leur mode de reproduction, les levures se divisent en trois

grandes classes :

13
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¢ Les ascomycetes : se reproduisent par un processus sexué dans un asque résultant de
la transformation d une cellule apres méiose.

« Les basidiomycetes : réalisent une reproduction sexuée avec formation de
basidiospores sur une baside.

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

(BENAOUIDA., 2008).

I1.7. Physiologie et de croissance de levure
I1.7.1. Facteur nutritionnels

Ces facteurs se rapportent au milieu de culture et sont de la levure. En effet comme
tout levure a besoin d'une source nutritive croissance et éventuellement sa floculation liés aux

exigences microorganisme (MOHAND MOULOUD., 1994).

¢ Source de carbone
Sont d’une grande importance pour les levures puisqu’elles fournissent, le carbone
nécessaire pur la biosynthése de constituants cellulaires et 1’énergie nécessaire a son
fonctionnement (WALDRON., 2010). La Saccharomyces cerevisiae est une espece
hétérotrophe. Elle exige pour sa croissance une source de carbone qui est également leur

source d’énergie (LARPENT., 1990).

¢ Source d’azote
La plupart des levures sont capables d’utiliser 1'azote sous forme d'ion ammonium
(chlorure, nitrate, phosphate, mais surtout sulfate qui est le composé idéal puis qu'il apporte
également du soufre nécessaire a la synthese de certains acides aminés) (HENCKE., 2000),

mais aussi des composes organique divers, tels que les acides aminés et les peptides

(LARPENT., 1990).

¢ Les oligo-éléments
IIs sont nécessaires a 1’état de trace. Mais sont indispensables pour la croissance et la
multiplication des levures, aussi joue un role dans l’activation de certaines réactions
enzymatiques ainsi dans la construction de certaines vitamines et coenzymes (BOURGEOIS
., LARPENT., 1996).1ls sont essentiels tant sur le plan structural que catalytique
(MARLENE.,, 2006).

14
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e vitamines
Le développement de la levure boulangere nécessite la présence de certaines
vitamines, en particulier, la biotine, I’inositol, panthénate de Ca, la thiamine. Elles sont

nécessaires a 1’état de traces de ’ordre de milligramme par litre du milieu de culture
(KHELLIL., BEN HADJ ., 1998).

Tableau 3: besoins élémentaires de levure.

(MARLENE.,, 2006)
Elément Intervention dans A 2 214 Provenance,
. . DR Role de I’élément
chimique la constitution source
- I’O; est nécessaire pour le
. développement
N Des composés . 14k
Hydrogene, . - la croissance est accélérée .
N organiques et de s . . Eau, air
oxygene I’eau avec I’air tandis que la
consommation de sucre
diminue.
) 2 . Source organique
Des composés - source d’énergie (glucose
Carbone . - élément le plus abondant de ’
organiques . hydrocarbures...
la cellule (facteur limitant). et
Azote Des amino acide, des - synthese de la matiere Azote minéral,
protéines, coenzyme vivante. NH4
De quelques amino N .
queiques a - synthese protéique quand
acides, protéines, . ,
Soufre présence d’un groupement SOy
coenzymes, .
. sulthydrile.
phospholipides
- indispensable a toute
. .. activité cellulaire.
D’acides nucléiques, A
- une carence arréte la PO, (de Ket de
Phosphore coenzymes, . D
hospholipides croissance et la multiplication NH,)
p cellulaire, 1’activité
fermentaire est peu touchée.
- le sort du magnésium est
associé a celui du phosphore.
- la levure peut se passer de
Souvent ce sont des . P pass
calcium mais par sa présence
. . cofacteurs de P .. Sous forme
Sel minéraux .. les réactions biochimiques se .
réactions . d’ions
. font plus rapidement.
enzymatiques.

- le fer et le cuivre ont un role
dans le fonctionnement des
enzymes respiratoires.

15
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I1.7.2. Les conditions physicochimiques de croissance

e PH
En général, les levures préferent un moyen légerement acide et ont un pH optimum
entre 4.5 et 5.5 (MOHAND MOULOUD., 1994). Cependant, Les levures montrent une
tolérance remarquable au pH et plusieurs especes peuvent grandir aux valeurs de pH acides
fortes aussi bas que 1.5. La gamme pH réelle de croissance pour une espece donnée dépend de

la sorte de dissociation d'acide dans le moyen (CARLOS et GABOR., 2006).

e Température
La levure, comme les autres microorganismes, ne peut fonctionner que dans une
gamme de température (optimale) située entre 25°C et 30°C, jusqu'a une température critique
au de laquelle ne peut survivre. Dans la majorité des cas, la température ne reste pas constante
pendant la croissance (REZKI-BEKKI M., 2014). Plus haut la température de fermentation
plus haut I'effet toxique d'alcool sur membranes de cellule de levure (KARIEN., 2008).

e Oxygene
Les levures sont des organismes essentiellement aérobies. Bien que la fermentation
soit la caractéristique (fonction) la plus considérable pour Saccharomyces et beaucoup d'autre
espece, environ moitié de toute 1'espece de levure est aérobies strictement non fermentaire
Méme les levures fermentaires sont facultativement anaérobies et dans des conditions
aérobies ils commutent (changent) a la respiration conformément au reéglement métabolique

célebre, l'effet de Pasteur (TIBOR DEAK., 2008).

¢ Pression osmotique et activité de ’eau
L’effet de la pression osmotique varie d’une souche a I’autre. La plupart des
souches ne peuvent se développer pour des activités de 1’eau inférieures a 0,90, mais
certaines tolerent des pressions osmotiques plus élevées correspondant a une activité

de I’eau de 1’ordre de 0,60, mais avec un métabolisme lent (LEVEAU., BOUIX., 1979).

II.8. Avantage des levures industriel

Par rapport aux bactéries, les levures présentent des éléments favorables quant a leur
utilisation en biotechnologie. Elles offrent donc une meilleure résistance que les bactéries a
ces conditions de stress, en particulier la possibilité a des pH acides.

Leur utilisation dans 1'alimentation a fait de sorte que les levures soient globalement
plus connues pour leur efficacité en fermentation industrielle que d'autres micro-organismes.
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Elles ne sont pas attaquées par des virus (phages), elles sont facilement récupérables grace a
leur grosseur. La stabilité génétique des levures permet aussi une tres bonne fidélité du
procédé et la connaissance de leur physiologie cellulaire facilite leur utilisation
(LABRECQUE., 2003).

Les seuls éléments défavorables, quant a leur utilisation, dans le domaine de la
dépollution sont leur croissance relativement lente (120 minutes) par rapport aux bactéries (20
minutes) et le choix limité d'especes, nous constatons que les nombreux avantages des levures
I'emportent sur leurs quelques inconvénients. (LABRECQUE., 2003).

Enfin, les bonnes connaissances de la biologie moléculaire des levures et la mise au
point de techniques de génie génétique, permettant de programmer les levures de facon
qu’elles expriment des protéines humaines et animales recombinantes ; constituent une grande
réussite des biotechnologies surtout d’intérét médical (par les productions d’enzymes,
d’hormones peptidiques, de facteurs de croissance, d’hémoglobine, de ferritine,

I’érythropoiétine, etc.) (LAMMI., 2011).

I1.9. Les applications des levures
Les levures ont de grandes activités métaboliques et sont donc tres utilisées dans

domaine agricoles et alimentaires:

I1.9.1. Boissons alcoolisées

Le rdle, le plus ancien des levures est la fabrication de boissons alcoolisées (biere, vin,
cidre) (TIBOR DEAK., 2007). Cette fabrication repose sur la fermentation alcoolique, qui
consiste a transformer les sucres simples en alcool. Ainsi, elles interviennent au cours de la
vinification et de 1'élaboration de la bicre. L'espece la plus utilisée par 1'homme est
Saccharomyces cerevisiae, appelée aussi levure de biere pour son innocuité (LEVEAU.,
BOUIX, 1993., HENCKE., 2000 et ALNAJJAR., 2001).

I1.9.2. 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 pate

en lui conférant une texture légere (SIMON et MEUNIER., 1970., COFALEC., 2006).

11.9.3. Production les enzymes
L’utilisation des levures dans la production d’enzymes amylolytiques est de plus en
plus sollicitée a cause de la facilité de leur culture et 1’absence de risques pathogenes
(LAGZOULI M et al., 2007). Aujourd'hui, les levures constituent une des importantes
17
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sources d'enzymes produites commercialement en raison de leurs capacités polyvalentes et de
la frugalité de leurs exigences permettant d'obtenir une biomasse importante a bas prix (POL.,
1996). En effet, l'invertase ou saccharase sécrétée par diverses levures est utilisée
industriellement pour produire du glucose et du fructose a partir de mélasses de betterave ou
de cannes a sucre (SIMON et MEUNIER., 1970).
Tableau 4 : Production et utilisation de certaines enzymes levuriennes.
(BENAOUIDA., 2008)

Type d’enzyme Levure utilisées Utilisations

. Saccharification de I’amidon,
Lipomyces starkey

Amylases ) . boulangerie, textile,
Schwanniomyces castellii .
papeterie.
Saccharomyces
Invertases carlbergensie Confiserie
Saccaromyces cervisiae
Lipases Candida lipolytica Fromagerie, laiterie
Candida pseudotropicalis
Lactases Kluyvaromyces fragilis Crémes galacées.

Kluveromyces lactis

I1.9.4. Affinage des fromages

Les levures sont aussi capables d'utiliser les acides organiques comme source
d'énergie et de carbone (LARPENT., 1991). Elles participent a l'affinage des fromages; en
consommant L'acide lactique produit par les bactéries lactiques a partir des composants du
lait. Elles contribuent aussi a réduire I'acidité du caillé (LEVEAU., BOUIX., 1993). Ainsi
qu'en développant a la surface de certains fromages jeunes a Morge ou a croute moisie, elles
contribuent a leur désacidification. Par leurs enzymes protéolytiques et lipolytiques, elles
jouent un role dans la formation de I'arome. (LUPIEN., 1995). De nombreuses especes se
rencontrent en fromagerie, les plus fréquentes appartenant aux genres Kluyveromyces,
Debaryomyces, Pichia, Saccharomyces, Torulopsis, Candida et Rhodotorula (LARPENT.,
1991).

I1.9.5. Production de protéines

Les levures constituent une source précieuse de protéines car elles sont le sicge d'une
biosynthese protéique tres active. Elles sont utilisées a la production de protéines
d'organismes unicellulaires, qui sont souvent incorporées a 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 pate a papier (BESSAH et TOUZI., 2001 et BENAOUIDA.,
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2008). Et de plus en plus comme source de protéines. Dans le premier cas, elles sont cultivées
sur mélasse et dans seconde cas, elles sont cultivées sur divers sous-produits agricoles
(lactosérum, vinasse...) qui sont enrichis en protéines et sont alors incorporés aux aliments de

bétail (métabolisme oxydatif favorisé) (TIBOR., 2007).

I1.9.6. Production des alcools industriels

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

mélasse de sucrerie) en bioéthanol (LEVEAU., BOUIX., 1993 et TIBOR., 2007).

Tableau 05: Utilisation des levures et de leurs produits.
(LAMML,, 2011)
Utilisations Quelques exemples
Production de levures Levure de boulanger (fabrication du pain)

Levure séche (supplément nutritionnel humain et animal)
Extrait de levure (milieux de culture de microorganismes)

Produits des levures Vitamines B et D.

Enzymes: invertase, galactosidase, amylase (Industrie

agroalimentaire).

Produits chimiques pour la recherche : ATP, NAD+, ARN.
Produits de fermentation de

Ethanol (chimique, industriel, carburant), Glycérol.
Levure
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II1.1. La datte

1I1.1.1. Définition

Le sirop de datte

Ces fruits sont des baies de forme ovale de 3 cm de long (SBIAL, 2011). Et d’un

poids de 2 a 8 grammes selon les variétés (DJERBI., 1994). La couleur de datte dépend de

la variété et va du jaune au presque noir en passant par toute la gamme des bruns

(TONELLI., GALLOUIN., 2013). La datte est riche en élément minéraux et vitamine

(GILLES., 2000). Elle est composée d’un noyau, ayant une consistance dure, entouré de

chair (Figure 1).
La partie comestible dite chair ou pulpe est constituée de :

e Un péricarpe ou enveloppe cellulosique fine dénommée peau.

e Un mésocarpe généralement charnu, de consistance variable selon sa teneur en

sucre et de couleur soutenue.

e Un endocarpe de teinte plus clair et de texture fibreuse, parfois réduit a une membrane

parcheminée entourant le noyau (ESPIARD., 2002).

Périanthe

Coupe longitudinale d’'une datte Coupe du noyau

Mesocarpe @~ - — — Tégument
Endocarpe o=~ Albumen

% Micropyle
Epicarpe

Figure 8 : Datte et noyau du palmier dattier d’apres (BELGUED)J., 2001).

II1.1.2. Les variétés de dattes

En Algérie les principales cultivars sont représentées par (AICHA DJIDEL., 2007).

II1.1.2.1. La Deglet-Nour

Variété commerciale par excellence. C’est des dattes demi-

molle, considérée

comme étant la meilleure variété de dattes du fait de son aspect, son onctuosité et sa

saveur (BENHARZALLAH H., BOUHOUREIRA,, 2014).
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I11.1.2.2. Les dattes communes
Ces variétés sont de moindre importance économique par rapport a Deglet-Nour.
Les variétés les plus répandues sont: Ghars, Degla-Beida et Mech-Degla. Une grande

proportion des variétés communes est de consistance molle (BACHA., 2008).

II1.1.2.3. Les variétés secondaires
Elles comptent plus de 150 variétés dont la majorité est tres peu appréciée. les plus
répandues sont : Hmra, Tinnaceur, Tegaza, Teezerzait, et takerbouchet (qui présent un intérét

par sa résistance au bayoudh) (DJIDEL., 2007).

II1.1.3. Classification des dattes

D’apres (ESPIARD., 2002), la consistance de datte est variable. Selon cette
caractéristique, les dattes sont réparties en trois catégories :
- dattes molles : le taux d’humidité supérieur ou égal a 30%, elles sont a base de sucre
(fructose, glucose): ghars, Ahmar (mauritanie), kashram et Miskain (egypte, arabie-sapudite).
- dattes demi-molles : de 20 a 30% d'humidité, a base de saccharose par excellence: deglet
nour (Tunisie, Algérie), Mehjoul (Mauritanie), sifri et zahidi (Arabie-saoudite).
- dattes seches de consistance dure : moins de 20% d'humidité, riche en saccharose: degla-

beida et mech-degla (tunisie et algérie), amersi (Mauritanie) (ABSI., 2013).

II1.1.4. Composition chimique de la datte
La datte est constituée d’une partie charnue, la chair ou la pulpe et d’'un noyau. C’est
un fruit de grande valeur alimentaire et tres énergétique, elle fournit des calories 4 a 5 fois

supérieure a celles fournies par d’autres fruits (MUNIER., 1973).

II1.1.4.1. Principaux constituants de la pulpe
La pulpe de la datte miire est composée de sucres, d'eau, d'éléments minéraux
et de produits divers : protides, lipides, pectines, tanins, vitamines, produits

aromatiques...etc (MIMOUNL., 2009).

¢ L’eau
Selon les variétés, le stade de maturation et le climat, la teneur en eau des dattes varie
entre 8% et plus de 30 % du poids de la chair fraiche avec une moyenne d’environ 19 %
(NOUL,, 2007). D’apres (MUNIER.,1973), les dattes a consistance molle ont une teneur
en humidité supérieure a 30%. Par contre, les dattes seches ont une teneur en humidité

inférieure a 20% et les dattes de consistance molle de 20 a 30%.
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+» Les glucides
La teneur en sucres totaux est tres variable, elle dépend de la variété, du stade de
développement et du climat. Elle varie entre 60 et 95 % du poids de la pulpe fraiche
(SIBOUKEUR, 1997). Les sucres sont les constituants majeurs des dattes. On note la
présence majoritaire de trois types de sucres: le saccharose, le glucose et le fructose (AL

FARSI et al., 2008) (tableau :1).

Tableau 6 : Teneur moyenne de la date en sucres.

(AL FARSI., LEE., 2008).
Sucres (g/100g) Minimum Maximum
Glucose 17.6 41.4
Fructose 13.6 36.8
Saccharose 0.5 33.9

¢ Les protéines
La teneur en protéines varie selon le stade de maturation, les dattes contient entre 1%

et 3% et contient des acides aminés indispensables mais en petites quantités pour couvrir les

besoins de ’homme (DJIDEL., 2007).

¢ Les lipides
Les dattes renferment une faible quantité de lipides. Leur taux varie entre 0,43% et 7,5

% du poids frais qui se concentre dans I’épicarpe (DJOUAB., 2007).

% Les éléments minéraux
I’étude de 58 variétés de dattes cultivées dans la région des Zibans faite par
(ACOURENE et al., 2001), montré que le taux de cendres est copris entre 1.10% et 3.69 %
du poids sec.la datte est I'un des fruits les plus riche en éléments minéraux essentiellement le

potassium, le magnésium , le phosphore et le calcium.

+* Les vitamines
Le tableau ci-dessous, donne la teneur en vitamines moyenne des dattes selon (FAVIER et

al., 1993).
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Tableau 7 : Composition vitaminique moyenne de la datte seche.

(FAVIER et al., 1993)
Vitamines Teneur moyenne pour 100g
Vitamine C 2.00mg
Thiamine (B1) 0.06mg
Riboflavine(B2) 0.10mg
Niacine (B3) 1.70mg
Acide pantothénique (BS) 0.80mg
Vitamine (B6) 0.15mg
Folates (B9) 28.00mg

I11.1.4.2. Principaux constituants du noyau

Le noyau de dattes représente 7 a 30% de poids des dattes. Il est constitué d’un
albumen protégé par une enveloppe cellulosique (ESPIARD., 2002). Le tableau ci-dessous
montre la composition biochimique des noyaux des dattes Irakiennes (AMELLAL

CHIBANE., 2008).

Tableau 8 : Composition biochimique des noyaux des dattes Irakiennes.

(AMELLAL CHIBANE., 2008)

Constituants Teneur en %
Eau 6.46
Glucides 62.51
Protides 5.22
Lipides 8.49
Cellulose 16.20
Cendres 1.12

II1.1.5. La transformation
Sirop de dattes, boissons, vinaigre de bouche, vinaigre industriel, alcool chirurgical ou

industriel et levures (DOLLE., TOUTAIN., 1990).
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II1.2. Le sirop de datte

I11.2.1. Définition

Les dattes de qualité secondaire, trop molles ou écrasées, peuvent étre utilisées pour la
fabrication de sirops (BENJAMAIN et al., 1985). Elles sont découpées puis chauffées dans
I’eau pour obtenir un sirop riche qui peut €étre filtré et concentré sous vide jusqu’a I’obtention
d’un produit concentré a 65-70% de matiere seche. Le sirop de datte se caractérisé par un gotit
de datte, leur marché dépend de la tolérance et de la demande du gofit par les consommateurs

dans les produits sucrés et les boissons (ULRICH M., 2013).

II1.2.2. Composition biochimique du sirop de dattes

En général, la composition biochimique du sirop de dattes se résume comme suit :
une teneur en eau de 25% du poids frais et une teneur élevée en sucres totaux qui représente
96% dont la majorité est sous forme de sucres réducteurs, les éléments minéraux et
les protéines sont présents en faibles quantités (ABDELFATTAH., 1990). Selon (EL-
OGAIDL., 2000), le pH de sirop est compris entre 6 et 6,5. En outre, le sirop de dattes a un
degré Brix compris entre 73 a 75 % ce qui permet sa conservation au-dela de deux ans, sans

risque d'altération (tableau 4).

Tableau 9 : Compositions biochimiques de sirop de datte.

(BENHARZALLAH et BOUHOUREIRA.,, 2014).

Composants Valeur
Teneure en eau 16(%)
Cendres 6.8(%)
Solides totaux sur le poids sec 84.0(%)
Sucre totaux 79.45(%)
Sucre réducteur 4.87(%)
Sucre inverti 74.83(%)
Protéines totales (en tant que N) 0.83(%)
Lipides totaux 1.98(%)
Contenu de vit C 0.185(mg/100g)
Minéraux (mg/100g)
Sodium 13
Potassium 202.8
Fer 7.8
Magnésium 143
Calcium 338
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I11.2.3. Propriétés du sirop de dattes
Ce sirop est obtenu a l'état naturel, comme le sucre, de canne ou de betterave,
d’amidon de blé, de pomme de terre, apres des transformations plus ou moins importantes

(GUERIN et al., 1982).

I11.2.3.1. Propriétés organoleptiques du sirop
e Goit
L’intensité du gout sucré differe considérablement d'un édulcorant a un autre, méme
au sein de la famille des glucides.

La plupart des édulcorants a haut pouvoir sucrant possedent des arriere-golits qui se
superposent au goit sucré et résulte d'impuretés qui sont parfois indéfinissables au point de ne
pas se ranger parmi les trois golits fondamentaux (salé, acide, ou amer) (MULTON et
LEPATRE., 1984).

e Couleur
Le sirop de dattes est un produit stable d'une couleur plus ou moins brune. Dans des

flacons transparents, il peut prendre une couleur noir rougeatre (ABDELFATTAH., 1990).
I11.2..3.2. Propriétés physiques du sirop

¢ Densité
La densité moyenne d’un sirop est fonction de leur concentration. Cette derniere est
inversement proportionnelle a la température ambiante (GUERIN et al., 1982). La densité de
sirop de dattes est tres élevée grace au taux de solides solubles existant dans ce produit, ce

caractere permet leur stockage pendant une longue durée (ABDELFATTAH., 1990).

¢ Viscosité
Le sirop de 72 a 75% de teneur en matieres seches, a une viscosité de 500 centpoises
(GUERIN et al, 1982).Selon (ABDELFATTAH., 1990), le sirop de dattes est un produit
trés visqueux, ceci est dii a la faible humidité. Cette propriété est importante pour préserver la

qualité du produit durant deux ans et empéche la prolifération des microorganismes.

I11.2.3.3. Aspects bactériologiques

Le développement des microorganismes est lié a lactivit¢é de l'eau et au

couple pH/température de milieu (MULTON., 1992).

e Stabilité
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La majorité des édulcorants a haut pouvoir sucrant sont des molécules complexes,
sensibles aux variations de certains parametres liés a la composition du produit alimentaire
(humidité, pH, sels etc.) et aux conditions de fabrication (température, temps, exposition a la
lumicere, etc.). Si la modification stéréochimique de la molécule porte sur le "site sucré", cela
se traduira par un changement ou une disparition du pouvoir sucrant (MULTON.,

LEPATRE., 1984).

e Toxicité
Selon (EL-OGAIDI., 2000), le sirop de dattes est un sucre inverti naturellement, ce
dernier est dépourvu des substances étrangeres. La toxicité n'a donc pas lieu lors de la

fabrication par le procédé préconisé (pressurage, extraction a haute et basse température)

II1.2.4. Utilisations de sirop da dattes

Le sirop de dattes est fréquemment utilisé dans les Biscuits et les produits laitiers
(boissons, yaourts, desserts, etc), produits a base de céréales (barres et petit-déjeuner),

confiserie, préparation de fruits, glaces, boulangerie, snacks, substituts du saccharose et du

miel pour les consommateurs...etc (BENHARZALLAH., BOUHOUREIRA., 2014).
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I. Matériel et méthodes
I.1. Matériels végétaux

Dans ce travail, on a utilisé deux matériels végétaux prélevés a partir de la méme
région ElI-Oued. Premierement, les dattes (récolté en octobre 2014) ont été utilisés pour servir
a la préparation de milieu de culture et le deuxieme le blé dur (Triticum durum) utilisé pour

I’isolement des souches désirées, Le blé a été récolté en juin 2014.

I.1.1. Choix du matériel végétal

Les rebuts de dattes produits par la variété Ghars, d’une part, ont été choisis
généralement en raison de leur disponibilité en quantités importantes dans la région, et d’autre
part, de leur faible valeur marchande. Les dattes ont été triées pour obtenir un lot homogene
avant de les laver et peser pour préparer leur sirop, qui sera utilis€ comme milieu de culture de
base pour la production d’a-amylase (MIMOUNL., 2009).

Le choix du blé dur en tant que support d’isolement des levures est justifié par sa
disponibilité en quantité importante dans la région d'El-Oued et par la richesse en éléments

nutritifs permettant I’implantation de la flore fongique (BELYAGOUBI., 2006).

1.2. Etude de la composition chimique de farine de blé dur (Triticum durum)

Les analyses effectuées ont porté sur les grains d’échantillons du blé dur récoltés en
2014.Nos échantillons ont été broyés a sec dans un broyeur et destinés pour la réalisation des
analyses physico-chimiques. IlIs ont été mis dans des sachets hermétiques et conservés au
laboratoire a température ambiante. Les analyses ont été réalisées au niveau de 1’Institut

national de la recherche agronomique algérien (INRAA) sidi Mehdi Touggourt, Ouargla.

I.2.1. Détermination d'humidité
La teneur en eau est la perte de masse exprimée en pourcentage effectuée pendant 2h,
dans une étuve réglée a 130- 133 °C a la pression atmosphérique jusqu’a 1’obtention d’un

poids constants (BENHANIA., 2013).

1.2.2. Taux de cendre
Mettre le produit a analyser, dans un four a moufle a 900 °C + 25 °C pendant 2 heures
jusqu’a ce qu’il reste un résidu incombustible, une fois refroidi un aspect blanc apparaitre

(BENHANIA,, 2013).
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1.2.3. Mesure de pH

Etalonner 1'appareil avec des solutions tampons (pH de 7 et 4). Peser dans un bécher,
environ 10 g d'échantillon frais, ajouter 100 ml d'eau déminéralisée et garder une agitation
mécanique pendant 05 minutes pour homogénéiser le mélange. Plonger les électrodes du pH-

metre dans le bécher et faire la lecture lorsque I'afficheur est stable (DOUKANI et al., 2013).

1.2.3. Dosage des sucres totaux

Les sucres totaux sont déterminés selon la méthode de DUBOIS et al (1956) dont le
principe repose sur la réaction suivante : 1’acide sulfurique concentré provoque, a chaud, le
départ de plusieurs molécules d’eau a 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 a la concentration des

oses. La densité optique est mesurée a 488 nm a I’aide d’un spectrophotometre (Annexe 2).

1.2.4. Dosage des sucres réducteurs

Par la méthode de Bertrand, rapporté par le principe de cette méthode consiste faire
agir un exces de liqueur cuproalcaline dans des conditions bien fixées puis on sépare I’oxyde
cuivreux et on le traite par une liqueur sulfurique de sulfate ferrique (ACOURENE et

TAMA., 2001).

1.2.6. Dosage des protéines

Le dosage des protéines est réalisé par la détermination de 1’azote total selon méthode
Kjeldhal, Le principe consiste en une minéralisation a chaud de la matiere organique par
I’acide sulfurique concentré en présence d’un catalyseur, une alcalinisation des produits de la
réaction (sulfate d’ammonium) par la lessive de soude concentrée, une fixation de I’ammoniac

entrainé par la vapeur par 1’acide borique et une titration par I’acide sulfurique (BENKARA

MOSTEFA., 2006).

L.3. Isolement et ensemencement des levures a partir du blé dur (Triticam durum)
Toute levure isolée a partir de blé dur (Triticum durum) et possédant un pouvoir
amylolytiques importantes, représente le microorganisme cible destiné pour la réalisation de

la suite de ce travail.
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1.3.1. Méthodes d’isolement et d’ensemencement

Pour I’'isolement des levures a partir de blé dur, on suit la méthode de dilution (ou
méthode indirecte) par (MULTON., 1982), qui consiste a dénombrer les microorganismes
des grains de céréales du blé dur.

On prépare deux solution mere (SM), la premiere solution mere consiste en
suspension de 5 g de farine de blé dure avec 45 ml d’eau physiologique (le diluant), mais la
deuxieme solution mere on ajoute quelques gouttes de Tween 80"

Des dilutions décimales sont réalisées pour chaque sous échantillon de blé dur local
(10"1, 107 et 10'3) (figure9). Deux boites pour chaque dilution sont ensemencées d’inoculum
en surface par étalement de 0.1ml de culture en stries transversales. On utilise un milieu de
Sabouraud pour isoler les levures (HAMMER et al., 1998) et on incube a 25 + 2°C pendant

3 a5 jours.

| Echantillon de blé dur |

Solution mere 1 (SM,) Solution mere 2 (SM,)

L] L]

45 ml d’eau physiologique 45 ml d’eau physiologique
+ Sg farine de blé dur + des gouttes de tween 80 +
Sg farine de blé dur

1ml Dilution

1ml 1ml 1 ml

107 102 107 107 102 107"

Ensemencement

SM] v SM2

c—/ ) —1 C—.c—/ —J1 [/ [—1 /1

— | —J /1 —— — o —— 1 — 1
N — g

e

Ensemencer dans un milieu de culture Sabouraud et incube 30 C°
pendant 3 jours

Figure 9: Techniques d’isolement et de dénombrement des souches fongiques.
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1.3.2. Purification des souches levuriennes

En vue de I’obtention d’isolats purs servant a I’identification des souches, plusieurs
repiquages successifs doivent se faire.

Selon l'observation macroscopique des colonies (forme ronde ou fissionne, gonflée ou
ablatée) et leur couleur, et aussi, apres 1'observation microscopique. Ces colonies ont repiqué
sur le milieu PDA (Annexe 1) et incubé a 30°C pendants 5 jours apres dilutions dans 1ml de
I'eau physiologie.

A la fin de I’incubation ; une autres observation macroscopique et microscopique des
colonies apres la coloration par bleu de méthylene ; a été faites. Les boites des pétris qui
contiennent les moisissures sont éliminés puis on réalise le deuxieme repiquage sur PDA
(Annexe 1) a pH 5, additionné d’amidon soluble a 1%. (figurel10). Les isolats purs sont repris
et conservés sur le milieu PDA inclinés et incubés a 30°C pendants Sjour pour une utilisation

ultérieure.

Boite résultant S z e
D'isolement des levures

Sabouraud
Apres 'observation macro et

microscopique

Prélevement des colonies bien distinctes

PDA

Incubation a 30°C pendant 5 jour

Prélevement des colonies bien distinctes

Incubation a 30°C pendant 5 jour

PDA a 1% amidon

Figure 10: les étapes de purification des levures.
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I.3. 3. Sélection des souches levuriennes amylolytiques

La recherche de souches amylolytiques est réalisée sur les souches précédemment
isolées, selon la méthode décrite par TATSINKOU., COLLABORATEURS (2005). La
sélection est effectuée sur milieu PDA (Annexe 1) a pH 5, additionné d’amidon soluble a 1%.
Les boites sont incubées a 30°C pendant 5j. Apres incubation, une solution de lugol est
vaporisée sur la surface de la boite, afin de mettre en évidence I’activité amylasique. Les
souches a halo clair sur le pourtour, sont considérées comme productrices d’amylases. Le
diametre des zones de la lyse, est pris en considération pour la sélection de la souche

amylolytiques la plus performante.

1.3.4. Conservation

La méthode de conservation des souches la plus utilisée et la plus simple consiste a
repiquer les souches en tube sur gélose inclinée PDA (Annexe 1), les cultures sont incubées
pendant 3 a 5 jours a 30 C°, pour permettre une croissance maximale, puis elles sont stockées
a 4°C pour favoriser leur viabilité et limiter les possibilités de variations (LAGZOULI et al.,

2007).

1.4. Elaboration du sirop de datte

De procéder a l'extraction, nous avons effectué un triage, un lavage a 1'eau du robinet
suivi d'un ressuyage des dattes. La méthode d'extraction adoptée est la diffusion dans 1'eau
maintenue a de température de 80°C. L'échantillon de dattes est additionné du double de son
poids en volume d'eau distillée (MIMOUNI., SIBOUKEUR., 2011).
Le jus extrait sera filtré a travers un tissue et on le stérilise a 120 °C pendant 20 mn

(ACOURENE et M. T., 2001) (figurell).
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Datte (ghars)

Dénoyautage des dattes et
fragmenté

Bécher contenant I’extrait de
datte

Flacon de sirop de datte stérile

Stérilisation dans autoclave

Figure 11: Processus de préparation et filtration du sirop de datte (photo originelle).

L.5. Analyses physico-chimiques de sirop de datte

Toutes les analyses du sirop de datte ont été effectuées au niveau de 1’institut national

de la recherche agronomique algérien (INRAA) sidi Mehdi Touggourt, Ouargla. On a mesure

le parametre physico-chimique de sirop de datte par méme méthode utilisée dans le blé dur.

L.6. Production de 1'enzyme

Les souches levurieres productrices d’a amylase sélectionnées ; seront cultivées dans

un milieu a base du sirop de datte en vue de la suivie de leurs croissance et de la production

de cette enzyme.

1.6.1. Préparation de milieu enrichi

Vu a la faible teneur de la datte en éléments nutritifs, essentiellement en protéines et

en sels minéraux pour favoriser la multiplication des micro-organismes, Le milieu a été

enrichi avec les sels suivants dans les proportions indiquées :
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Sulfate de magnésium ...............ccoeeiiiiiiiiiiin., Mg SO4 (0,15g/1) ;
Phosphate daimonique ...............coooeviiiiiinnt, KH2PO4 (0,3 g/l) ;
AMMONIAQUE ..eeneieinitiiie e (1 ml) (REFICE., et al., 2011).

Le pH est ajusté a 5 par une solution d’acide sulfurique et on ajouté 10g/l d'amidon comme

inducteur (substrat enzymatique).

1.6.2. Préparation de I’'inoculum

Nous préparons l'inoculum a partir des souches de levures conservées dans des tubes
inclinés au réfrigérateur a une température de 4°C; ou nous repiquons ces souches a I’aide
d’une anse stérile et ensemengons dans les tubes contenant 10 ml d’eau physiologique. Puis

on mit a incuber a 30°C.

L.7. Cinétique de production de 1'a-amylase.

Les cultures sont réalisées dans des flacons a vis de 250 ml a raison de 50 ml par
flacon, puis stérilisées a 120°C pendant 20 min. Les milieux sont ensemencés par un Iml de
suspension de cellules. Les flacons sont incubés a 30°C dans une étuve pendant 72 h. Les
parametres suivants sont mesurés :

- PH

- biomasse.

- activité a-amylasique.
1.7.1. Mesure du pH

Le pH de l'extrait enzymatique est mesuré a l'aide d un pH- metre.

1.7.2. Séparation de la biomasse
Pondant de I’incubation, la biomasse est séparée par filtration sur papier Wattman
N°2. Le poids sec est déterminé apres rincage a I’eau distillé et séchage dans une étuve réglé a

105°C jusqu'a poids constant (annexe 5).

1.7.3. Dosage de P’activité a-amylasique

A 1ml de I’extrait enzymatique tamponnée a pH 7 avec du tampon phosphate 0.1M
sont ajoutés 1 ml de substrat (solution d’amidon 2g/1). Le mélange est incubé a 50 pendant 30
min. La réaction est arrétée par addition de 0,5 HCI suivie de 2,5 ml du réactif de 1’iode
(Annexe 3). L’absorbance est lue a 580 nm contre le blanc (préparé a partir de 1’extrait

enzymatique dénaturé a100°C (SACIL., 2012).

1.9. Etude de I'optimisation de production d'a-amylase
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Dans le but d’optimiser les conditions de culture des levures et de la production de
I’a-amylase, on a procédé a la modification de certains parametres physico chimiques du

milieu de culture.

1.9.1. Effet du pH
Le PH est un parametre a une influence importante sur la meilleure production d'a-
amylase a partir des levures. Donc, Pour dans cet objectif, nous varions le PH dans notre
expérience de facon suivant:
- PH 4 nos utilisant acide sulfurique.

- PH 7 et 8 nos utilisant NaOH (1N).

1.9.2. Effet de concentration de I'amidon
Aussi, les levures ont besoin des sources de carbone a partir de I'amidon. Pour cela,
on utilise des différentes concentrations de I'amidon dans le milieu de culture (15g/1, 20g/1,

25g/1).
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I1. Résultats et discussion

I1.1. Etude de la composition physicochimique de la farine de blé dur (Triticum durum)
Durant cette premiere partie, 1’étude est portée sur le contrdle (quantitatif) du blé dur.
A cet effet, les analyses effectuées visent a préciser 1’aspect physicochimique du blé dur
utilisé.
Les caractéristiques physicochimiques et biochimiques du blé dur utilis€ comme

source d’isolement des levures sont présentées dans le tableau 10.

Tableau 10: Compositions physicochimique et biochimiques du blé dur (Triticum durum).

Parameétres mesurés Valeur obtenue
Humidité 10.1(%)
Cendre 2.9(%)
PH 6.91
Protéines 1.75(%) MS
Sucres totaux 9.9(%) MS
Sucres réducteurs 8.38(%) MS

I1.1.1. Humidité

D’apres ces résultats, le taux d’humidité du blé dur est de ’ordre de 10.1 %, cette
valeur est proche a celle citée par DOUKANI et al (2013) et ZOUAOUI (2012) qui est de
10.73 % et 10.45.

La variation de teneur en eau peut diie aux: différences des especes, stade de
maturation, différentes conditions pédoclimatique et la répartition géographique
(MOKHATARIL, 2013).

Certaines especes fongiques forment des structures de survie qui les protegent allant
de simples cellules produites par reproduction asexuée «spores». Elles sont capables de
survivre des conditions extrémes sur les feuilles, les semences ou encore dans le sol.

(BAHOUS et al., 2008).

II. 1. 2. Taux de cendres

Le résultat du taux de cendre du blé dur est de 2 %. Cette valeur se situe dans
Pintervalle (1.5-2.5 %) cité par DOUKANI et al (2013). Mais supérieure a celle citée par
MOKHATARI (2013) qui est de 1.42 %.
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On peut comparer le taux de cendre de graine de blé dur avec autre type de céréale
comme le riz et 'orge. Selon BENKADRI (2010) et BENAHMED (2011), le résultat est
0.51% et 1.93 respectivement. Cette valeur explique la richesse de blé dur en éléments

minéraux par rapport d’autres types de céréales.

II. 1. 3. Le pH
D’apres les résultats obtenus de échantillon, on constate que la mesure du pH du blé
dur révele un pH légerement acide a neutre de 6.91, ce résultat est similaire a celui trouvé
par DOUKANI et al (2013) qui est proche de la neutralit¢ qui est de 6.5 mais aussi
supérieur que celle cité par MOKHATARI (2013) avec 5.21.

Les champignons peuvent se développer a des pH compris entre 3 et 8 avec un
optimum de croissance compris entre 5 et 6, de ce fait, nos échantillons constituent un

milieu favorable pour le développement des champignons (GACEM et al., 2011).

IL. 1. 4. Teneur en protéines

Selon ce tableau, le résultat du taux de protéines du blé dur est de 1.75%. Cette valeur
est inferieur que celle cité par DOUKANI et al (2013) et BARKOUTI (2012) qui est de
17.17 % et 12.4%.

La teneur de protéine de grain de blé est influencée par plusieurs facteurs La variété, la
fertilisation de terre en azote, du climat et aussi par la durée et le type de stockage

(MOKHATARI., 2013).

IL.1. 5. Le taux de sucres
Le taux de sucres totaux du blé dur est de 9.9%. Cette valeur est légerement inférieure
par rapport aux résultats des recherches réalisés par DOUKANI et al (2013) qui a mentionné
des valeurs de 71.12 %. Et pour le sucre réducteur de blé dur renferme un taux de 8.38%
(tableau n°10). Cette valeur est supérieur cité par DOUKANI et al (2013) qui est de 1.11%.
D'apres ces analyses, notre échantillon de blé dur comporte des quantités suffisance de
sucre, de protéine, de sels minéraux qui le qualifie comme support pour de développement

les levures et survivre.

II. 2. Isolement des souches levuriennes
Dans les travaux de BELYAGOUBI (2006) sur la flore fongique de nombreuses
céréales (orge, blé, mais et riz), ils ont abouti a I’isolement des souches levuriennes, cela nous

renseigne sur la contamination fréquente des céréales.
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N

L’isolement des levures a partir des échantillons de blé dur étalés sur le milieu
Sabouraud et PDA a permis I'obtention de nombreux souches levuriennes. L’aspect

macroscopique des colonies isolées est présenté dans la figure suivante :

|

‘| 'l

Figure 12: Aspect macroscopique des souches levuriennes isolées (apres 72 h d’incubation).

Les colonies obtenues apres I'incubation; peuvent avoir les aspects macroscopique
suivants :
» La forme des colonies: isolées, enchainement, en amas, gonflé et aplaté.
» La couleur de colonies est crémeuse, grise et blanche.
» L’odeur est ressentie dans quelques colonies.
L’examen microscopique des souches de levures prélevées des différentes colonies, laisse
apparaitre des levures de forme ronde ou ovoide. Elles se groupent en amas, mais aussi en
chainette ou en paires sous forme de bourgeonnement. De méme les levures se présentent

sous forme isolées comme la montre la figurel3.

A B

Figure 13 : 1'aspect microscopique des souches

A: Grossissement x100, B: Bleu méthylene (Grossissement x40).
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I1.3. Sélection de souches amylolytiques

Parmi les souches levuriennes isolées, nous devons sélectionner les souches les plus
performantes, pour la production de I'a-amylase. Ces souches, sont testées sur milieu PDA a
1% d’amidon. Apres I’incubation (2 30°C pendant 72 h), nous observons des zones de lyse de
différentes dimensions. Les deux souches (S1 et S2) ont des zones de lyse 1égerement réduites
alors que les quatre autres souches (S3, S4, S5 et S5) présentent des zones de lyse plus large.

Ces six souches se distinguent par une activité amylolytique considérables (Figures:14).

L.

Figure 14 : Test de sélection de souches amylolytiques : Développement des zones de lyse pour

les souches S1, S2, S3, S4, S5 et S6, apres 72 h d'incubation.
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I1.4. Composition chimique du sirop de datte
Les caractéristiques physicochimiques du sirop de datte utilisé comme milieu de base pour la

culture des levures durant cette étude ; sont présentées dans le tableau 11.

Tableau 11 : Caractéristiques physicochimiques du sirop de datte.

Parametre Valeur
Humidité 77.09 (%)
Cendre 2 (%)

PH 5.68

Sucres totaux 30.53 (%) MS
Sucres réducteurs 19.17 (%) MS
Glucose 12.7 (%) MS

I1.4.1. Humidité
La teneur de I'humidité de sirop de datte utilisée dans notre expérience est de 77.09%.

Ces résultats sont 1égerement inférieurs a ceux rapportés par BENCHABANE (2012) et
BOUHADI (2013), a savoir des valeurs de 89.43% et de 88.96% respectivement.

I1.4.2. Taux de cendres
Le taux de cendres représente la quantité totale en sels minéraux présents dans un
échantillon (BENAHMED DILAL et al., 2011). Le taux de cendre de sirop de datte utilisée

dans notre expérience est de 2%. Elle est présente dans la fourchette donnée par MIMOUNI

et SIBOUKEUR (2011) ; a savoir: 1.50 a 3.50% pour le sirop de datte, aussi ces
résultats sont supérieurs a ceux rapporté par BENHMED DJILALI (2012) avec de valeur
1.29%.

On peut comparer le taux de cendre de jus de datte avec autre type de jus comme
tomate ou fruit de Lendj selon DOSSOU et al (2007) et DOUKANI., TABAK., (2015), le
résultat de taux de cendre est 1,85% et 0.69% respectivement. Donc ceci peut explique la

richesse de sirop de datte de la variété ghars en éléments minéraux (SIBOUKEUR ., 2001).

11.4.3. Le pH

Le pH de sirop de datte est Iégerement acide, il est de 5.68. Cette valeur se situe dans
Iintervalle cité par BENCHABANE et al (2012), avec de valeur de (5.8 a 6.2). Aussi notre
résultat est plus proche que la valeur de BOUHADI (2013) avec 5.9.
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Le pH de l'ordre de 3 a 6 est tres favorable au développement des levures et
moisissures (DJOUDI., 2013). II peut donc favoriser la multiplication des levures et des
moisissures et parallelement freine le développement des bactéries a 1’exception des

acidophiles (BACHA., 2008).

I1.4.4. Teneur des Sucres

La teneur en sucres totaux de sirop de datte est égale a 30.53%. Ce résultat est
inferieur a celui rapporté par MIMOUNI et SIBOUKEUR (2011) qui préconisent des
teneurs de sucres totaux de 70.63%.De méme il est supérieur a celui rapporté par
SIBOUKEUR (2001) avec valeur 16.64%.

La proportion des sucres réducteurs de sirop de dattes est égale 19.17%, il est
nettement inferieure a celle donnée par MIMOUNI Y et al (2014) e¢ BENCHABANE
(2012) avec de valeur: 79.96% et 36.9 % respectivement.

Le pourcentage de glucose de sirop de datte utilisée dans notre expérience est de
12.7%. Ces valeurs semblent sont inferieures de celles citées par MIMOUNI (2009) avec de
valeur 28.86 %.Notre échantillon de sirops de datte comporte une quantité considérable de
sucre, donc, d’ou la possibilité d’€tre colonisé€ par les microorganismes, y compris levures.

Donc a partir de nos résultats, nous pouvons dire que notre sirop de datte contient une
quantité considérable des éléments essentiels qui le qualifie comme support de culture

favorable a la multiplication des levures.
IL.5. Cinétique de la production d'a—amylase

Dans cette partie, nous suivons I’évolution de quelques parametres du milieu

influencant la croissance levurienne et la production enzymatique.

I1.5.1. Variation de pH
La figure 15 représente la variation de pH de milieu en fonction de la durée

d'incubation pendant trois jours.
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Figure 15: Variation du pH de milieu au cours de la culture.

Au cours de la culture microbienne (production ou croissance), le pH du milieu
change en fonction du temps. Nous observons une diminution de PH jusqu’a 2™ jour
d’incubation pour les souches S1, S2, S4, S5 et S6. Mais pour la S3, on a enregistré une
petite augmentation par rapport au 1% jour d’incubation (4.52). A la fin de fermentation
(36me jour), La valeur de pH de S3 est 1égerement diminuée, alors que pour les autres souches,
sa valeur augmente mais ne dépasse pas le pH initial (pHS).

Notre pH de milieu se situe entre 3.99 et 4.52, ces résultats sont similaires a ceux
trouvés par ZOUBIRI (2012) ; a savoir un pH varié entre 3.50a5. La variation de pH de
milieu au cours de la fermentation est diie au changement de la composition du milieu et
aux souches utilisées.

La diminution de pH peut étre expliquée par la fermentions des sources carbonées
disponibles dans le milieu par ces souches, puis elles en fabriquent des acides organiques, qui
augmentent ’acidité du milieu, ce qui se traduit par une diminution de pH (PANCHAL.,
1990 et REFICE et al., 2011). Mais I'augmentation de pH, peut étre engendrée par de la de
dégradation des protéines par les levures qui libérent progressivement des acides aminées
hydrolysés en suite en ammoniaque par désamination (BENAQOUIDA., 2008).

I1.5.2. La biomasse

La cinétique de croissance des six souches nous a permis de suivre I’évaluation de la

quantité de biomasse produite par chaque souche durant le temps d’incubation. Son évolution

sera représentée dans la figure suivante.
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Figure 16: Variation de la biomasse au cours de la culture.

Nous constatons que la croissance des six souches varie avec la durée d’incubation, ou
la biomasse apparait des le premier jour d’incubation pour atteindre son maximum dans le
3eme jours pour les souches S1, S4, S5, S6 avec des valeurs de 42, 42,48 et 42g/
respectivement ; alors que, les souche S2 et S3 sont caractérisées par un maximum de
biomasse lors du premier jour (32g/1).

Une diminution de la biomasse au-dela de 2°™ jour d’incubation est enregistrée pour
toutes les souches sauf que la souche S6 qui se caractérise par une stabilité de biomasse.

D'apres les résultats obtenus, la S5 donne une quantité maximale de biomasse de
I’ordre de 48g/1, cette valeur est les plus élevée par rapport aux autres souches. Ces valeurs
sont supérieures a celles trouves par BRIKI., ZITOUNI (2013) et similaire a ceux trouvés
par SACI (2012), a savoir une biomasse de I’ordre de 37.33 et 48.54 g/1.

La biomasse microbienne est une source intéressante en protéines. Il est pour cela
nécessaire que les protéines soit facilement assimilables et équilibrées en acides aminés
(BADID et al., 2001). Solon ZOUBIRI (2012).

L'augmentation de biomasse est expliquée par le fait que le mofit de datte de milieu
est riche en sucres simples facilement assimilable. 1l peut donc servir comme milieu pour le
développement des levures notamment quand on enrichit ce molt par les sels minéraux
(OULD EL HADJ., BITOUR., SIBOUKEUR., 2006). L’analyse biochimique de I’extrait
de datte montre sa richesse en sucres fermentescibles (glucose), ces sucres sont utilisés par la

levure comme substrat organique pour réaliser sa croissance (BACHA., 2008).
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La diminution de la quantité de biomasse caractérisée par la présence dans le milieu,
de substances ou déchets secrétés par ces levures, inhibant leur croissance progressivement

(ZOUBIRL,, 2012).

I1.5.3. L'activité amylasique
La cinétique de production d’a-amylase par les six souches est représentée dans la figure

17.
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Figure 17: Variation de I’activité amylasique au cours de la culture.

Nous constatons que I’activité amylasique varie d’une souche a I’autre suivant la durée
d’incubation dont une diminution de production est enregistré a 2°™ jour d’incubation pour
les souches S1, S3, S4, S5 et S6.mais pour la S2, sa production d'a-amylase augmente, jusqu'a
3éme

le maximum dans le jour d'incubation avec une valeur de 1418.37ug/ml/h.

Une augmentation de la production est enregistrée dans le 3éme jour d’incubation (la
fin de fermentation) respectivement pour les souches S1, S3, S5 et S6 avec un maximum de
production de 1444.61, 1434.40, 1430.03 et 1379.01 ug/ml/h. Mais la souche S4 évolue en
diminution jusqud le minimum dans le 3™ jour d'incubation avec une valeur de
1250.73pg/ml/h.

L’activit¢ amylasique  durant cette expérience varie de 1059.77 pg/ml/h a
1682.22ug/ml/h.  Ces résultats se situent dans l'intervalle cité par SACI (2012) avec des
valeurs allant de 1210.125 a 3469.9ug/ml/h.

L’activité la plus élevée est enregistrée par la souche S3 par rapport aux autres
souches, cette disproportion de l'activité amylasique entre les souches revient a la différence
de capacité de chaque souche de production de l'a-amylase au cours de sa croissance. Les

43



Partie expérimentale Résultats et discussion

souches utilisent les nutriments facilement assimilables, tels que les sucres fermentescibles
(Amidon) du moft de dattes pour leur développement (ZOUBIRL., 2012).

Selon LAGZOULI et al (2007), le pH allant de 5 a 6,5 a permis de donner un
maximum de production des enzymes amylolytiques chez Filobasidium capsuligenum. De
méme (ZOUBIRI., 2012) indique que l'augmentation de I'activité enzymatique est fonction
de I'augmentation de biomasse ; cela est confirmé par notre travail par 1’ajustement du pH de
départ autour du 5 et la proportionnalité de 1’évolution de la biomasse avec celle de la
cinétique enzymatique.

La production et l'activité enzymatique, sont sensiblement influencées par la
composition du milieu (MERABTI., 2006). En milieu enrichi, le champignon a profité de
I'enrichissement pour une meilleure utilisation des constituants du milieu et surtout les sucres
pour favoriser sa croissance (BRIKI., ZITOUNL., 2013).

La diminution de I’activité a-amylasique peut étre le résultat d’une inactivation d’a-
amylase, dlie a l'interaction avec d’autres métabolites (enzymes, telles que les protéases ou
substances toxiques) secrétés dans le milieu, ou aux changements de pH affectant

négativement le rendement en a-amylase (ZOUBIRI., 2012).

I1.6. Optimisation des parametres de culture

Dans cette partie, la cinétique de production de biomasse et d’a-amylase par les six
souches a été suivie en vue de l’optimisation de la croissance et de la production
enzymatique. Pour cela, on étudie I’influence du pH et de la concentration de I’amidon sur

cette cinétique.

11.6.1. Le pH de milieu
Le pH de départ du milieu de culture présente un facteur d’importance influence sur
les différents parametres de la croissance levurienne, nous avons adoptés trois pH différents ;

a savoir un pH de 4, 7 et 8.
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I1.6.1.1. Variation de pH
La variation de pH du milieu durant le temps d’incubation en fonction du pH initial

du milieu est représentée dans la figure suivante.
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Figure 18: L’évolution de pH pendant 1'incubation en fonction du pH initial du milieu.

Dans le milieu acide (pH= 4) nous observons la diminution de pH des le 1% jour
jusqu'a pime jour d'incubation chez la plupart des souches, puis une augmentation jusqu'au
3™ jour. Cette variation se situe entre 4 et 3.38.

Dans le milieu neutre (pH=7), le pH est en diminution jusqu’au 2°™ jour, puis on
assiste a une légere augmentation chez les S1, S3, S4 et S6 avec des valeurs entres 5.18 a
4.75.Pour les souches S2 et S5 ; ’abaissement du pH est plus significatif au bout du 3eme jour
(pH =4.16).

Dans le milieu basique (pH= 8), on remarque une diminution de pH de milieu pour

toutes les souches avec valeur entre 5.41 et 4.09, sauf pour la souche S2 qui est caractérisée
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par augmentation légére du pH dés le 2°™ (5.10 2 5.30). Ce résultat se concorde avec les
travaux de SACI., (2012), d’ou la culture des Streptomyces sp dans le milieu tres basique
(pH=12) ; aboutit 2 une diminution du pH avec des valeurs se situant entre 3,8 a 5.

Chaque levure est caractérisée par un seuil en dessus duquel elle ne se développe pas
(REZKI-BEKKI., 2014). Cela explique le développement de levures dans milieu neutre et
basique apres diminution de pH de milieu en pH optimale. La diminution de pH produit par
des acides organiques, lactiques et d'autres acides s'accumulent en raison de l'activité
microbienne (DOUKANI., 2013).

L’évolution du pH dans les 3 milieux est proche a celle du témoin (3.99 a 4.52) et a
celle obtenu par SACI., (2012), en cultivant Streptomyces sp dans déchet d'orange ; a savoir
des valeurs 3.8 a 5.

La plupart des champignons se développent normalement a pH compris entre 3 et 8.
Outre la croissance, le pH joue un rdle primordial dans la production de métabolites et les

variations de pH sont indicatrices de changements dans les activités métaboliques du

microorganisme (NOUADRI., 2011).
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I1.6.1.2. La biomasse
La variation de la croissance des six souches nous permet de suivre 1’évolution de la
quantité de biomasse produite par chaque souche, durant le temps d’incubation. L’évolution

de la biomasse de nos milieux de culture en fonction du pH initial est illustrée dans la figure

suivante :
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Figure 19: L’évolution de la biomasse pendant 1’incubation en fonction du pH initial du

milieu.

Nous constatons que la croissance des souches varie au cours de la durée d'incubation
dans les différents milieux. Tandis que les courbes de biomasse de pH acide sont diminuées

jusqu'a 2°™ jour puis augmenté au maximum dans la 3éme jour d'incubation avec un
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intervalle de 38 a 48 g/l. Pour le milieu neutre, la croissance de la plupart des souches est en
augmentation d&s le 1% jour jusqu'a 2°™ jour d'incubation, puis diminue  la fin d'incubation,
alors que pour les S1 et S3, on observe une diminution puis augmentation dans la 3éme jour
d'incubation.

La quantité de biomasse la plus importante est enregistrées dans les milieux ou le pH
de départ est de 7, ces valeurs se situent dans l'intervalle de 36 a 46 g/l. Pour le milieu
basique, la croissance de la plupart des souches sont diminués jusqu'a la fin de fermentation.

Nous observons que la meilleur production de biomasse des souches s’était dans le
milieu acide avec intervalle 38 4 48 g/I, ol la maximum biomasse obtenu dans le 3°™ jour
d'incubation par les souches S3 S4 avec une valeur 48 g/l. Ainsi, nous remarquons que la
quantité de biomasse obtenue durant cette expérience est similaire par rapport celle du
témoin avec un intervalle 40 a 48 g/1.

La variation du pH peut affecter la perméabilit¢ membranaire et entraine un
ralentissement de l'activité enzymatique et de la croissance, d’ou chaque souche de levure
présente un pH optimal pour la meilleur production de biomasse (BADID et al., 2001). Cette
variation est di 2 la sensibilité spécifique de chaque souche au pH. (REZKI-BEKKI.,
2014).

Notre résultat est proche a celui trouvé par LAGZOULI et al (2007), qui font une
étude sur le candida guilliermondii cultivées sur milieu semi-synthétique qui donne le
maximale croissance avec un pH initial égal a 5 et diminue progressivement au-dela de cette
valeur.

La biomasse recueillie pendant ce dernier travail se situe dans l'intervalle (4.300 a
4.405 g/1), alors que notre valeur est plus supérieure (38 a 48 g/I). Aussi, on peut comparer
notre résultat avec celui de BENNAMOUN et al (2004), ou la production de biomasse dans

le lactosérum est plus élevée dans le pH ajusté a 5 avec un enrichissement du milieu en

amidon avec une valeur maximum 33.38 g/I.
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Résultats et discussion

La cinétique d'évolution de l'activité amylasique des six souches durant le temps

d’incubation en fonction du pH initial de milieu est représentée dans la figure suivante :
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Figure 20 : L’évolution de 1'activité amylasique pendant l'incubation en fonction du pH

initial du milieu.

D’apres ces résultats ; dans le milieu acide ; on observe une variation de l'activité
amylasique entre le 1° et le 3™ jour d'incubation avec des valeurs entre 1126.82 a 1491.25
pg/ml/h. Pour le milieu neutre nous observons une variation de l'activité amylasique en
fonction des jours d’incubation et en fonction des souches, a savoir un intervalle de valeur

entre 994.17 et 1440.23 pg/ml/h), alors que pour le milieu basique on assiste a une évolution
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de l'activité amylasique chez toutes les souches avec des valeurs se situant entre 320.70 et
1504.37ug/ml/h.

L'activité amylasique du témoin de la fin d'incubation se situe dans I’intervalle de
1250.73 a 1444.61 pug/ml/h. La culture de ces souches dans les différent pH (acide, neutre et
basique) montre, que la plupart d’entre elles présentent la meilleur production d'a-amylase
dans le milieu acide avec un intervalle allant de 1303.21 a 1438.78 ug/ml/h, sauf que la
souche S6 ; ol la meilleur activité amylasique été enregistrée dans le milieu basique, cette
valeur obtenu apres la diminution de PH initiale en (Ph=5.02). Selon DRAPRON (1961) le
pH optimal pour production de I'a-amylase varié entre (5-7).

Selon LAGZOULI et al., (2007), le maximum de production des enzymes
amylolytiques chez Filobasidium capsuligenum été dans des milieu présentant des pH allant
de 5 a 6.5.Ainsi le pH influencé sur 'activité des enzyme en trois niveaux :

= ]l modifie I'intégrité physique de la protéine,
= Il influence I’ affinité de I’enzyme pour son substrat (par changement de Km)

= [l varie la vitesse de réaction enzymatique (par changement de Vm) (SACL., 2012).

11.6.2. Concentration de I'amidon.

Lors de la croissance fermentaire, les levures utilisent ’amidon comme source
énergétique. Ce processus est accompagné par la production de I’a amylase. Durant cette
expérience, nous avons préparés des milieux de culture a base de sirop de datte tout en
variant la concentration de I’amidon dans ces milieux ; a savoir des concentrations de 1’ordre

de 15 g/l (A), 20 g/1 (B) et 25 g/1 (C).
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I1.6.2.1. Variation de pH
Le suivi de I’évolution du pH des milieux de culture en fonction de la concentration de

départ en amidon est représenté dans la figure ci-dessous.
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Figure 21: L’évolution du pH pendant I'incubation en fonction de la concentration de

I’amidon.

Nous constatons que la variation du pH de milieu A est diminué des le 1% jour
d’incubation jusqu'a la fin de fermentation, sauf pour la souche S3 et S6 qui enregistrent une

augmentation au cours de l'incubation.
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Généralement la variation de pH des souches se situe dans l'intervalle (4.50 a 4.66).
Pour le milieu B et C, nous enregistrons une diminution du pH pendant la durée d'incubation,
a I’exception pour la souche S1 dans le milieu C ou on assiste a une augmentation.

Selon SIBOUKEUR et al (2001), la diminution de pH dans les milieux de mofit de
datte variété Ghars est die a l'augmentation de production d'acide citrique. Aussi la
diminution de pH dans les milieux, peut étre reliée avec 1'activité amylasique, ou pendant la
fermentation, le métabolisme de la levure induit un changement perpétuel du milieu. Ainsi, la
consommation des substrats carbonés (amidon) s’accompagne de la production de métabolites

acides ou l'acide organique dont les principaux sont l'acide tartrique, 1'acide malique et 1'acide

citrique. (BOULAL et al., 2013 et BENNAMOUN et al., 2004).
11.6.2.2. La biomasse

La variation de la production de biomasse par les six souches cultivées dans des
milieux de culture a base de sirop de datte avec des concentrations d’amidon différentes, est

représentée dans la figure 22.
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Figure 22: L’évolution de la biomasse pendant l'incubation en fonction de la

concentration de 1’amidon.

Dans le milieu A nous observons que le maximum de biomasse recueillie était pour

les souches S1 et S2 avec valeur 42 (1% jour) et 40 g/l (2°™ jour). Pour le milieu B ; la

biomasse maximale chez les six souches est de valeur entre 40 et 54g/1 au bout du péme jour

d’incubation, alors que dans le milieu C le maximum de biomasse recueillie était pour les

souches S2 et S5avec valeur 42 (1% jour) et 50 g/l (2°™ jour). Nos résultats montrent que le

maximum de biomasse pour la plupart des souches est obtenu apres la culture dans le milieu

B.

Ces résultats sont proches a ceux obtenus lors de la culture dans le milieu témoin, a

savoir une évolution de la biomasse de 42 a 48 g/l, de méme ces résultats sont supérieurs a

ceux cités par BENAOUIDA., (2008) et ZOUBIRI (2008) avec un intervalle de valeurs se

situant entre 7 et 10.18 g/1.
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Il semble que la croissance maximale de biomasse se fait dans le milieu B, ceci peut

étre lié a la concentration optimale en amidon permettant I’obtention du bon rendement de

biomasse.

Selon SACI (2012), la biomasse est influencée par 1’amidon soluble (1%) considéré

comme source adéquate de carbone provoquant une augmentation de 53%.

I1.6.2.3. Activité amylasique

La cinétique de croissance des six souches nous permet de suivre la production d'o-

amylase par chaque souche, la courbe d’évolution de cette activité en fonction de la

concentration du milieu en amidon est illustrée dans la figure suivante.
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Figure 23 : L’évolution de I’activité amylasique pendant 1'incubation en fonction de la

concentration de 1’amidon.
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Nous constatons que la production d’a-amylase chez toutes les souches augmente des
le 1 jour jusqu'a le 3°™ jour d'incubation dans tous les milieux.

La meilleure production d'a-amylase de la fin d'incubation a été enregistrée dans le
milieu C (1357.14 a 1577.26) pour la plupart des souches comparativement aux autres
milieux et au témoin qui présente une évolution de 281.34 a 1444.61pug/ml/h.

A partir des ces valeurs, nous constatons qu'il existe une corrélation directe entre la
concentration de 1'amidon et I'activité enzymatique; ot la concentration d'amidon dans le
milieu influencent positivent sur l'activité de 'enzyme.

Cette augmentation est die a 1'utilisation de I'amidon par les souches comme source
de carbone et d'énergie, aussi I'amidon est considéré comme un substrat idéal de 1'induction
de l'a-amylase (BENNAMOUN et al., 2004). Plusieurs auteurs ont remarqué son efficacité
dans la synthese de l'a-amylase testés (SACL, 2012. AYOGU., AMADI.,, 2009 et
KANIMOZHI et al., 2014). 11 a été démontré également que la présence d'amidon soluble
dans les milieux de culture stabilise et protege 1'enzyme vis-a-vis de la dénaturation (SACI.,

2012).

D'apres la culture des souches sur des milieux a différents pH, nous remarquons que
la maximum de biomasse a été enregistrée chez les souches S3 et S4 cultivées dans le milieu
acide avec une valeur de 48 g/l, alors que la maximum sécrétion de I'enzyme s’était chez la
souche S6 dans le milieu neutre avec valeur 1504.37 pg/ml/h.

Par ailleurs, d’aprés la culture dans des milieux de différentes concentrations
d’amidon, nous remarquons que la meilleure croissance (biomasse) se fait dans le milieu B
et la meilleure activité amylasique s’était dans le milieu C chez la souche S6 avec une valeur

de 54 g/l et 1577.26 pg/ml/h respectivement.
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Conclusion générale

L’a-amylase est ’'une des plus importantes hydrolases actives sur I’amidon dont les
domaines d’application s’élargirent de plus en plus. La production de cette enzyme a été
réussie par certaines bactéries, levure et certains genres de moisissures.

Notre étude comporte deux axes de recherche. Le premier concerne l'isolement et la
sélection des souches levuriennes amylolytiques isolées a partir blé dur (El-oued). La
seconde partie est consacrée a la production de 1’a-amylase par fermentation dans un milieu
naturel (sirop de dattes).

Les résultats des analyses physico-chimiques indiquent que 1’échantillon du blé dur
présente un teneur considérable en sucres totaux (9.9%), et en protéine (1.75%).ce produit
peut étre contaminée par les microorganismes.

L'échantillon de 5g de blé dur prélevé de région d'el-oued, a permis d'isoler 14
souches. La sélection sur milieu PDA contenant 1% d amidon (substrat inducteur) a révélé
que la souche S1, S2, S3, S4, S5 et S6 sont les plus performantes dans la production de 1'a-
amylase.

Par ailleurs, le milieu de fermentation, a base de sirop de datte est utilisé pour la
production de I’a-amylase des six couches. Une I'analyse physico-chimiques de sirop de datte
est effectuée. Celle-ci montre que les sucres totaux représentent (30.53%), avec un pH de
5.68 et un taux de cendres de 2%.

L'enrichissement du milieu avec de l'azote et des sels minéraux, afin de 1’équilibrer et
de le rendre favorable au développement et a la production de I’a-amylase par les souches S1,
S2, S3, S4, SSet S6.

Au cours la culture, on étudie la cinétique de croissance et de production d’a-amylase
par les six souches. Ceci a montré une production maximale de biomasse dans le 1% jour
d’incubation a 30 °C, pour les souches S2 et S3 et dans le 3éme jour pour les souches S1, S4,
S5 et S6 et une meilleur production d’a-amylase enregistrée dans le 1% jour pour les souches
S3, S4 et S5 et dans le 3émej0ur pour les souches S1, S2et S6.

L'optimisation de la production de la biomasse et de 1’a-amylase sur le milieu a base
de sirop de datte a été réalisée en variant les conditions de culture: pH de milieu (acide,
neutre et basique) et concentration d'amidon (15, 20 et 25 g/l) pour obtenir un meilleur de
rendement.

Pour la variation de pH de milieu, on n’observe pas une variation significative par
rapport au témoin ; ainsi, pour les différentes concentrations d’amidon, la meilleure

croissance est enregistrée dans le milieu B avec une valeur de 54 g/l pour la souche S6 dans
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le 2°™ jour. La meilleure activité enzymatique a été illustrée dans le milieu C avec une

3éme

valeur de 1577.26 ng/ml/h par la souche S6 dans le jour d’incubation.
Ces résultats ouvrent d'autres perspectives qui seront réalisés dans le cadre d’autres
travaux complémentaires qui s’intéressent a :
» L’identification des especes levuriennes isolées, par des tests d’assimilations de
substrats et par les galeries biochimiques, voire les techniques moléculaires.
» La purification de I'enzyme produite, pour un usage alimentaire ou pharmaceutique.

» L’immobilisation de 1’enzyme pour augmenter sa stabilité thermique.
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Annexes

Annexe 1
¢ Milieux de culture
= Potato Dextrose Agar (PDA)
Extrait de pomme de terre ..........ccceveerveeneeennennne. 1000ml
GIUCOSE .eneeeeeiee e 20g
AT 20g

Préparation de ’extrait de pomme de terre:

200g de pomme de terre non pelées et veille, sont lavés et coupés en petits dés, ensuite
mis dans un litre d eau distillée et portés a ébullition pendant 1 h. Ils sont enfin écrasés,
filtrer.Compléter a un litre d eau distillée.
Préparation du milieu:

L’agar et Le Glucose sont dissous a chaud dans 1 extrait. Compléter a un litre d eau

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

Figure: préparation du milieu PDA

Annexe 2

+ Dosage des sucres totaux
Réactifs:
- Phénol 5 % dans 1'eau distillée.
- Acide sulfurique concentré a 95% de pureté et de densité d = 1,84
Protocole :
- Ajouter a 1 ml d échantillon, 1 ml de phénol et 5 ml d acide sulfurique concentré. Agiter et
laisser reposer 10min a température ambiante.

- Incuber au bain marie a 30°C pendant 20 min.
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- Mesurer la coloration jaune orangé a 488 nm, les valeurs obtenues sont traduites en

concentrations de glucose par référence a une courbe d étalonnage préalablement établies.

Annexe 3

X/

«» Dosage de ’activité a-amylasique

Réactifs pour le dosage de I’amidon

-Solution d’amidon a 2mg/ml.

- Réactif de I’iode : 0.2 g d’I2 dissous dans 100 ml de KI a 2 % dans 0.1 N HCI.
-1M HCIL.

2

1.8

16 y = 0.686x P
R2=1

14

1.2
1 /
0.8
0.6
0.4 /
0.2 /

0 0.5 1 15 2 2.5 3

Absorbance a 580 nm

Concentration de I'amidon mg/ml

Figure : la courbe d’étalonnage d’amidon

Figure : dosage de I’activité amylasique.
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Annexe 4

+* Biomasse

A: Filtration, B: Extrait enzymatique, C: Papier seche

Figure: mesure de biomasse.

Annexe 5

Figure: flacon a vise contenant le support de culture (sirop de datte) au cours la fermentation.
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Annexe 6

Tableau: résultat de pH de milieu, biomasse et L'activité amylasique au cours la

fermentation.
. L'activité amylasique
pH Biomasse (g/1)

. (ng/ml/h)

S1 4.51 | 406 | 4.30 38 34 42 1379.01 | 1059.77 | 1444.61
S2 448 | 4.17 | 4.25 42 32 38 1300.29 | 1339.65 | 1418.37
S3 449 | 452 | 442 40 32 38 1682.22 | 1252.19 | 1434.40
S4 450 | 399 | 452 36 28 42 1348.40 | 1293.00 | 1250.73
S5 448 | 428 | 4.28 40 34 48 1483.97 | 1190.96 | 1430.03
S6 449 | 420 | 4.26 26 26 42 1275.51 | 1212.83 | 1379.01
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Tableau: les résultats d’optimisation de biomasse et 1'activité amylasique de six souches
étudies les différent milieux de pH (4, 7 et 8).

1 3,93 3,98 3,99 4,02 3,95 4,00
pH: 2 3,74 3,38 3,52 3,60 3,62 3,95

3 3,97 3,82 3,90 3,77 3,86 3,73

1 5,18 5,23 5,24 5,23 5,21 5,23
pH: 2 4,88 5,04 5,10 4,75 4,90 4,98

3 5,12 4,88 5,00 5,08 4,16 5,01

1 5,25 5,27 5,24 541 5,22 5,18
pH: 2 4,94 5,30 5,02 4,90 5,00 5,15

3 4,13 5,10 4,09 4,10 4,15 5,02

1 38 42 28 44 38 40
pH: 2 36 38 26 36 36 42

3 38 38 48 48 38 40

1 36 28 40 36 28 30
pH: 2 32 36 26 38 38 38

3 46 34 38 36 36 40

1 50 36 22 40 44 34
pH: 2 46 28 34 36 30 38

3 42 32 28 28 22 24

1 1349.85 | 1491.25 | 1405.25 | 1430.03 | 1346.94 | 1502.92
pH: 2 1218.66 | 1189.50 | 1126.82 | 1301.75 | 1281.34 | 1154.52

3 1336.73 | 1397.96 | 1438.78 | 1379.01 | 1373.18 | 1303.21

1 1323.62 | 1266.76 | 1062.68 | 1040.82 | 1285.71 | 1402.33
pH: 2 1252.19 | 1228.86 | 1335.28 | 1240.52 | 1440.23 | 1376.09

3 994.17 | 1303.21 | 1399.42 | 1223.03 | 1225.95 | 1325.07

1 1196.79 | 77551 | 954.81 | 1199.71 | 1048.10 | 1179.30
pH: 2 886.30 | 532.07 | 320.70 | 1021.87 | 842.57 | 1209.91

3 1215.74 | 1164.72 | 947.52 | 1182.22 | 1153.06 | 1504.37
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Tableaux: les résultats d’optimisation de biomasse et 1'activité amylasique de six souches
étudies avec des concentrations d'amidon differents (15, 20 et 25 g/l).

1 4,81 4,81 4,02 4,79 4,65 4,57
A 2 4,70 4,64 4,66 4,63 4,66 4,58
3 4,50 4,56 4,55 4,56 4,55 4,66
1 4,71 4,70 4,67 4,67 4,63 4,57
B 2 4,60 4,64 4,68 4,64 4,61 4,66
3 4,37 3,64 4,57 4,45 4,51 4,57
1 4,19 4,85 4,66 4,79 4,85 4,76
C 2 4,80 4,81 4,79 485 4,80 4,79
3 4,37 4,66 4,69 4,57 4,66 4,63
1 42 54 36 34 34 28
A 2 38 32 26 28 32 32
3 36 40 36 32 24 30
1 24 34 34 28 26 34
B 2 42 32 42 40 40 54
3 28 16 36 32 26 38
1 32 42 28 38 26 36
C 2 38 34 38 50 40 24
3 36 24 26 38 28 32
1 912.54 | 956.27 | 909.62 | 935.86 | 886.30 | 839.65
A 2 844.02 | 1018.95 | 931.49 | 994.17 | 833.82 | 1100.58
3 1225.95 | 1217.20 | 1164.72 | 1179.30 | 1053.94 | 1100.58
1 912.54 | 876.09 @ 820.70 | 877.55 | 823.62 | 886.30
B 2 804.66 | 1540.82 = 728.86 | 793.00 | 943.15 | 1051.02
3 1263.85 | 281.34 | 1274.05 | 1148.69 | 1241.98 | 1122.45
1 1208.45 | 1260.93 | 1249.27 | 1233.24 | 1247.81 | 1249.27
C 2 957.73 | 985.42 | 1007.29 | 1058.31 | 1061.22 | 1126.82
3 1357.14 | 1526.24 | 1534.99 | 1387.76 | 1489.80 | 1577.26




