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1 

          La production d’huile d’olive a un impact vital sur le développement socio-économique 

dans la plupart des pays méditerranéens, qui restent prédominants avec 97.5 % de la 

production d’huile d’olive (Munir, 2016). L’industrie oléicole génère, en plus de l’huile 

comme produit principal, de grandes quantités de sous-produits solides (grignons d’olive, 

feuilles , bois ) ou liquides (margines) (Rizoun, 2013). Les déchets oléicoles se constituent 

essentiellement des matières grasses, des huiles et des lipides. Le grignon d’olive possède 

toutes les caractéristiques propices pour qu’il devienne, en subissant au préalable des 

traitements chimiques et thermiques, un matériau adsorbant utilisable dans divers domaines 

en raison de sa structure physique, de sa richesse en constituants carbonés (Benrachedi et al, 

2001) 

   En fait,  ces composés sont très énergétiques, insolubles et composés  principalement de 

triglycérides qui sont des triesters de glycérol et d’acides gras saturés, mono insaturés ou 

polyinsaturés (Treichel  et al,  2010). 

Durant les trois dernières décennies, les microorganismes ont apporté une contribution  

Significative dans certains domaines industriels et en particulier agroalimentaires. Diverses  

industries dépendent en grande partie de leurs métabolites (Ibukun et Akindumila , 1998 et 

Abu et al., 2005). De plus, les microorganismes constituent un vaste réservoir  

de catalyseurs biologiques, grace à des enzymes (Vieille et Zeikus, 2001) 

Parmi ces enzymes, on recense les protéases, les cellulases et les lipases qui sont d’une grande 

importance en biotechnologie (Scriban et al, 1999). En effet, elles ont des applications  

commerciales diversifiées, (Bolton et al , 1997 et Cordeiro et al, 2002 ). 

 Les lipases, proviennent de différentes sources (plantes, animaux et microorganismes), 

cependant celles d’origine microbienne sont les plus utilisées industriellement (Burhan et 

al,2003). 

Les lipases sont soit d’origine animale, végétale ou microbienne. A cause de leur stabilité et  

Leur efficacité, les lipases d’origine microbienne, y compris, celles issues des levures,  

représentent la classe d'enzymes la plus largement utilisées dans les applications  

biotechnologiques  (Treichel et al. 2010). Selon (Vakhlu et Kour 2006), les principales  

levures productrice de lipase sont isolées des origines diverses notamment du sol et elles sont 

dominées par des espèces de Candida. 

    Dans cette optique, s’inscrit l’objectif de notre travail qui se focalise sur l’isolement et la 

caractérisation des levures à partir des grignons d’olives. . En effet, un isolement préliminaire 

des souches levuriennes pures sera entrepris. Suivis par une identification des levures selon 

leurs caractéristiques biologiques, physico-chimiques et biotechnologiques.  
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1. Origine et historique de l’olivier  

 L’olivier est considéré comme étant l’un des plus anciens produits de l’agriculture .Il a été 

cultivé dès l’an 3000 avant Jésus-Christ Les découvertes archéo-botaniques de noyaux d'olive 

dans les habitats humains remontent à environ 780 000 ans, il a été démontré que des cavités 

de rochers ont servi pour le pressage des olives en crête (Bouhaddi et Idres, 2018).       

2. Définition de l’olive  

L’olivier, arbre spécifique du bassin méditerranéen, a été depuis la nuit des temps considéré 

comme symbole de la sagesse, de la paix, de la richesse et de la gloire (Benlemlih, 2016). 

La composition génétique du fruit est identique pour tous les fruits d’un même arbre, ou d’un 

clone. (Breton et Berville, 2012) 

3.Classification botanique  

L'olive, Oleaeuropaea L, appartient aux Oleaceae, une famille de taille moyenne comprenant 

environ 25 genres et 600 espèces réparties dans les régions tempérées et tropicales du monde 

(Hava et Sebastiani , 2016).  

L'olive ou l'olive sauvage (Var. Sylvestris) et l'olive cultivée (Var. Europaea) sont deux 

formes coexistantes de la sous-espèce europaea (Rabiei et al., 2012) 

 Clade : Asteridae 

 Famille :Oleaceae 

 Genre : Olea 

 Espèce : europaea 

 Sous-espèce:cuspidata, Cerasiformis, guanchica, laperrinei 

Maroccana, europaea 

 Variété : - europaea (ou sativa – sylvestris) 

Taxonomie d’Oleaeuropaea (Chiappetta et Muzzalupo, 2012). 

 

4.Description de la plante  

L’olive est appelé drupe botaniquement, de couleur verte au début et devenant généralement 

noirâtre pourpre à pleine maturité. Quelques variétés sont vertes même à maturité, et certaines 

virent au brun cuivré. Les olives sont constituées d'un carpelle et la paroide l'ovaire présente 

des parties charnues et sèches. La peau (exocarpe) est exempte de poils etcontient des 

stomates. La chair (mésocarpe) est le tissu que l'on mange et la fosse (endocarpe)renferme la 

graine. La taille, la forme, la teneur en huile et le goût des cultivars 

d’oliviervarientconsidérablement. Les olives crues contiennent un alcaloïde qui les rend 
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amères etdésagréables. Quelques variétés sont suffisamment sucrées pour être consommées 

après unséchage au soleil (figure 01)(Rabiei, 2012) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure01 : Coupe schématique d’une olive (Nefzauoi, 1984) 

5.L’industrie oléicole  

L’industrie oléicole est l’un des activités importantes pour l’homme à cause de sa production 

de l’huile d’olive, cette dernière se concentre principalement dans les pays du pourtour 

méditerranéen dont la production de ces pays représente 94% de la production mondiale (Sbai 

et Loukili, 2015)La production d’huile d’olive a un impact vital sur le développement 

socioéconomique dans la plupart des pays méditerranéens avec 97.5% de la production 

d’huile d’olive (Munir et al., 2016). 

5.1. Procédés d’extraction d’huiles d’olives 

L'extraction peut être réalisée par des procédés qualifiés de discontinus ou continus. Les 

techniques d’extraction de l’huile d’olive ont subi de nombreuses évolutions au cours du 

temps. Ces évolutions concernent le broyage des olives et la séparation des phases solide et 

liquide. Entre ces deux étapes, la pâte d’olive issue du broyage est malaxée afin d’être 

homogénéisée. Ce traitement permet la coalescence des gouttelettes d’huile. La pâte malaxée 

va ensuite être traitée par pressage ou centrifugation. A partir de ce protocole, deux catégories 

de méthodologies d’extraction ont été développées : le système discontinu qui est apparu en 

premier et les extractions continues par centrifugation horizontale à 2 ou à 3 phases qui sont 

apparues de façon plus tardive (Nadour, 2015)Quel que soit le procédé d’extraction utilisé, il 

génère des sous-produits oléicoles appelés grignons et margines. Le grignon d’olive est 

constitué de la peau, de la pulpe et du noyau. Les margines correspondent, en plus de l’eau de 

végétation, à l’eau additionnée durant le processus d’extraction (Nadour, 2015) 
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5.1.1.Système discontinu d’extraction par pression 

Traditionnellement, et jusqu’à l’apparition des méthodes modernes d’extraction par 

centrifugation, l’extraction par presse était l’unique procédé existant. La pression exercée sur 

la pâte d’olive conduit à la séparation des phases liquides (huile et margines) et solides 

(grignons) (Morillo et al., 2009). 

. Pour obtenir des rendements élevés en huile, il est nécessaire de libérer la plus grande partie 

d’huile contenue dans les vacuoles situées dans les cellules du mésocarpe des olives. A cet 

effet, les olives sont broyées, après leur lavage, dans un moulin en pierre (Aparicio et 

Harwood, 2013).  

La pâte issue du broyage est étendue en fines couches sur des disques de matière filtrante 

(toile, ou plus récemment fibres plastiques) appelés scourtins. Les scourtins sont entassés les 

uns sur les autres dans un wagonnet en étant guidés par une aiguille centrale. L’ensemble 

formé par le wagonnet, l’aiguille et les scourtins entassés porte le nom de charge. Le pressage, 

initialement réalisé de façon manuelle, est désormais effectué par des presses hydrauliques 

plus puissantes et automatisées. La phase liquide obtenue est mise dans des réservoirs et la 

phase huileuse est séparée de la phase aqueuse (margines) par décantation dans des cuves ou 

plus récemment au moyen d’une centrifugation verticale. Beaucoup de facteurs affectent les 

rendements d'extraction par ce procédé. Parmi eux, la pression de pressage apparait comme 

déterminante. Les presses les plus puissantes atteignent une pression maximale comprise entre 

350 et 400 kg/cm2 ce qui permet l'extraction d’un pourcentage élevé d’'huile (entre 82–86 %) 

(Digiovacchino et al., 1994). 

Cette méthode offre des avantages tels que le faible coût de l’équipement, la simplicité de la 

technique et une consommation faible d’énergie (COI ,1990) 

En outre, la quantité d’eau utilisée est relativement faible ce qui génère de faibles volume de 

margines qui sont de l’ordre de 40 à 60 L/100 kg d’olives (Kapellakis et al.,2008). 

Cependant, ces margines posent un sérieux problème de pollution de l’environnement du fait 

de leur demande chimique en oxygène (DCO) plus élevée que celle des margines plus diluée 

générées par les autres procédés d’extraction (DiGiovacchino et al., 2002 ) . 

. Le système discontinu d’extraction par presse présente également des inconvénients, tels que 

les coûts élevés de la main d'œuvre et la discontinuité du processus. En effet, le nettoyage des 

scourtins doit s’effectuer soigneusement pour une élimination totale des particules restant 

dans la matière filtrante.  Les conditions d’humidité et de température peuvent conduire à des 
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processus  hydrolytiques et oxydants pouvant altérer les huiles (mauvais goût et acidité 

élevée). Ce système traditionnel, largement utilisé par le passé, a été peu à peu abandonné 

dans les années 1970 pour des raisons économiques (Sanchez-Moral et Ruiz-Mendez, 

2006). On l’utilise néanmoins toujours de façon artisanale dans certains pays tels que l'Italie 

et le Portugal où 5000–6000 et 1000 d’huileries respectivement, fonctionnent en utilisant ce 

procédé(Niaounakis et Halvadakis, 2006) 

On l’utilise néanmoins toujours de façon artisanale dans certains pays tels que l'Italie et le 

Portugal où 5000–6000 et 1000 d’huileries respectivement, fonctionnent en utilisant ce 

procédé (figure02) 

 

Figure 02:Diagramme de système d’extraction discontinue par pression (Sekour, 2012) 

5.1.2 Système continu d’extraction par centrifugation 

Le processus industriel de transformation le plus commun est un système d'extraction en  

Continueavec deux centrifugations (horizontal puis vertical) (Labdaoui, 2017) Cette 

conception moderne de l’extraction remplace le pressage traditionnel avec comme 

conséquence la réduction de la main-d’œuvre et donc des coûts d’exploitation. La méthode de 

centrifugation est un processus continu qui peut séparer grâce à la force centrifuge l’huile 

d’olive des autres phases de la pâte d’olive que sont les margines et les grignons (Nadour, 

2015).  

La centrifugation verticale peut être à trois phases ou l'addition d'eau est indispensable.  

A cet effet les sous-produits : huile, margines et de grignons incorporés avec de l'eau de 

végétation ou peut être à deux phases (sans 'injection d'eau ou très peu) avec obtention d'huile  
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et de grignons plus humides (Alba, 1997). Le principe de la séparation repose sur une 

augmentation des masses spécifiques des liquides non miscibles que sont l’huile et l’eau et la 

matière solide (grignons) sous l’effet de la vitesse élevée (3500–3600 rpm) générée par la 

centrifugeuse horizontale (Aparicio et Harwood, 2013).  

5.1.2.1.Système d'extraction continu avec centrifugation à deux phases  

Le procédé technologique d'extraction des huiles d'olive fonctionne avec un nouveau 

décanteur avec centrifugation à deux phases (huile et grignon) qui ne nécessite pas l'ajout 

d'eau pour la séparation des phases huileuse et solide contenant le grignon et les margines. Le 

rendement en huile généré par ce système est légèrement plus élevé que les autres. Le 

décanteur à deux phases permet d'obtenir une huile riche en polyphénols totaux et en 

orthodiphénoles, il est donc plus stable. Ce système est plus respectueux de l'environnement 

car il ne procède pas à l'augmentation du volume d'effluent liquide appelé margines (figure 

03) (Chimi, 2006) . 

 

Figure 03:Diagramme de système d’extraction continue avec centrifugation à 2 phases 

(Sekour , 2012) 
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5.1.2.2.Système d'extraction continu avec centrifugation à trois phases  

Les trois phases sont : huile, margine et grignon. L'introduction de et ces installations 

«continues » a permis de réduire les coûts de transformation et la durée de stockage des olives 

avec comme conséquence une production d'huile de moindre acidité. Ce système présent les 

inconvénients suivants : les apports élèves en eau chaude (40à 60% du poids de la pâte) font 

que l'huile extraite se trouve appauvrie en composés aromatiques et phénoliques. Ces 

composés passent dans les margines. Ce système donne aussi des grignons à teneurs élevés en 

humidité (45 à 55%) (Benitez et al., 1997).  

Le système à 3 phases, en dépit de sa grande consommation d'eau, est toujours employé pour 

la production d’huile d'olive, particulièrement dans les pays producteurs de grandes quantités 

d'huile sur des périodes courtes. Ainsi, l'Italie, la Grèce et le Portugal sont de gros utilisateurs 

d’unités d’extraction fonctionnant avec le système à 3 phases. 

A titre d’exemple, en Grèce, 70% des huileries sont de type système continu à trois phases, le 

reste fonctionnant avec le système traditionnel(figure04)(Niaounakis et Halvadakis, 2006) 

 

Figure 04 : Diagramme de système d’extraction continue avec centrifugation à 

3phases(Sekour, 2012) 
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La figure suivante (figure 05) récapitule les trois systèmes d'extraction selonHammadi(2006) 

 

Figure 05 : Méthodes d’extraction de l’huile d’olive par les systèmes discontinu et continu 

(Vlyssides et al., 2004; Dermeche et al., 2013). 
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6.Généralité sur le grignon d’olive 

6.1.Définition des grignons d’olives 

Le grignon d'olive est un résidu solide de couleur brune, résultant du processus de production 

d'huile d'olive, par pressage mécanique des fruits d'oliviers, sans aucun traitement chimique. Il 

se compose de la coque du noyau réduit en morceaux, de la peau et de la pulpe de l’olive ; il 

contient encore une certaine quantité de matières grasses et une importante quantité d’eau 

variable selon la variété des olives et surtout du procédé d’extraction utilisé(figure 06)  

 

 

 

 

Figure 06 : Les grignons d’olive 

 6.2. Les types de grignon d’olive  

Selon le traitement subit, les grignons se divisent en : 

 6.2.1. Le grignon brut 

C'est le résidu de la première extraction de l'huile par pression de l'olive entière, ses teneurs 

relativement élevées en eau et en huile favorisent son altération rapide lorsqu'il est laissé à 

l'air libre. 

6.2.2. Le grignon épuisé 

C'est le résidu obtenu après déshuilage du grignon brut par un solvant, généralement l'hexane 

(El Hachemi, 2010). 

6.2.3. Le grignon partiellement dénoyauté : 

Résulte de la séparation partielle du noyau de la pulpe par tamisage ou ventilation 

Il est dit “gras” si son huile n'est pas extraite par solvant .Il est dit “dégraissé ou épuisé” si son 

huile est extraite par solvant (tableau 01) (Babakhouya ,2010). 
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Tableau 01:Composition physique des différents types de grignon (Nefzaoui, 1987)  

 

6.3. Caractéristiques physiques et chimiques du grignon d’olive  

 6.3.1 Caractéristiques physiques 

Le grignon d’olive renferme la plus grande partie de la matière sèche de l’olive et une certaine 

proportion d’eau de végétation (margines) qui contient les composants hydrosolubles de 

l’olive et une certaine quantité d’huile résiduelle qui favorise leur altération rapide (Amrane 

et Belkacemi, 2017) 

6.3.2. Caractéristiques chimiques  

La composition chimique du grignon d’olive varie dans de très larges limites. Elle dépend des 

facteurs suivants : la variété d’olive, stade de maturité, du procédé d’extraction de l’huile et 

aussi de l’épuisement par solvant. Les teneurs en matières grasses et en cellulose brute 

présentent les variations les plus importantes (Nefzaoui, 1984) 

Ces variations se répercutent directement sur la valeur nutritive du produit. Les teneurs en 

matières azotées sont en moyenne de l’ordre de 10%. L’olive contient des quantités élevées de 

phénols (0,3 à 5% de la matière sèche). Ce sont surtout des orthophénols. L’oleuropéine, 

glucoside amer, est le composé phénolique le plus abondant et le plus caractéristique des 

oléagineux (Vasquez-Roncero et al., 1970). La concentration de l’oleuropéine varie selon le 

type d’olive et diminue avec la maturation du fruit (Bouaziz et al., 2006).Les polyphénols 

sont utiles dans le fruit pour protéger l’huile mais deviennent polluants lorsqu’ils sont rejetés 

dans l’environnement à cause de leur caractère récalcitrant et antibactérien(tableau 02) 

(Hamdi, 1992). 
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Tableau 02: Composition chimique indicative des différents types de grignons (Nafzaoui., 

1984) 

 

6.3.3.Caractéristiques microbiologiques 

Dans les effluents d’huileries d’olive, seuls quelques microorganismes arrivent à se 

développer. Ce sont essentiellement des levures comme l’espèce de Trichosporoncutaneum et 

des moisissures comme l’espèce Aspergillus niger. Dans la plupart des cas, il y a absence de 

microorganismes pathogènes et ils ne posent alors aucun problème de point de vue sanitaire. 

Le pouvoir antimicrobien des effluents d’huileries d’olive est lié essentiellement à l’action 

exercée par les phénols et les pigments bruns (Hamdi et Ellouz, 1993) 

 Ces effluents agissent sur les bactéries en dénaturant les protéines cellulaires et en altérant les 

membranes (Ranalli, 1991). 

7.Impact des grignons d’olive sur l’environnement  

La majorité des grignons sont rejetés dans la nature et de la source de pollution. Ils peuvent 

être contaminés par des champignons, ou bien ils rejettent des substances toxiques dans 

l’environnement . Les toxines fongiques ou les composés poly phénoliques qui résistent à la 

dégradation bactérienne peuvent se lixivier, menaçant ainsi la santé humaine et 

l’environnement. Plusieurs sources d’eau ont été contaminées (Saoudi., 2017) 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

Chapitre 02 

Les Levures 
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1. Historique 

Les levures sont les premiers micro-organismes utilisées par l'homme depuis desmillénaires, 

en particulier dans la fabrication des boissons alcoolisées et de pain parfermentation (Bouix et 

Leveau, 1991 et Pol, 1996). Elles sont également les premiersmicro-organismes à être 

observés au microscope par A. Van Leeuwenhoek en 1680 qui les a dessinées. Ce n'est 

qu’avec les travaux de Pasteur (1866-1876) que le rôle des levures dans la fermentation 

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

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

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

micro-organismes et d eucaryotes (Pol, 1996).  

Elle est largement utilisée comme « usine cellulaire » pour plusieurs applications,comme la 

production de protéines recombinantes d'intérêt pharmaceutiques, de diversproduits 

chimiques et plus récemment pour la production de bioéthanol (Lim et al.,2011;Martin et 

al., 2012 ; Neagu et Bahrim, 2012). 

2. Généralités 

Selon Phaff et al.,(1968), le mot levure provient du mot latin levare qui se traduit par lever, a 

été appliqué aux levures en raison de l’aptitude de ces microorganismes à produire du CO2 

pendant la fermentation et à lever la surface mousseuse d’un milieu liquide de fermentation 

(Oteng-Gyang,1984).  

Les levures sont des eucaryotes hétérotrophes microscopiques avec un ADN double brin 

(Kurtzman et al., 2011) faisant partie du groupe des champignons dont on les distingue par 

une taxonomie basée à la fois sur des caractères morphologiques et physiologiques (caractère 

unicellulaire et l’absence de vrai mycélium)(Guiraud, 1998) .  

Elles se reproduisent par bourgeonnement (figure07) ou par fission binaire (Kreger-Van, 

1984;Françoisetal., 2001) 

 

 

 

 

 

 

Figure07 : Division de cellules levuriennes par bourgeonnement (web 01) 
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Leurs cellules sont ovoïdes ou sphériques, parfois cylindriques ou allongées se détachant 

facilement les unes des autres et de ce fait bien adaptées à la propagation dans les liquides 

(figure08 )(Bouix et Leveau, 1991). 

 Leur cytoplasme abrite l'ensemble des organites habituels des végétaux supérieurs non 

photosynthétiques (Guiraud,1998). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 08:Cellules levuriennes (Belmaziz et Djalal ,2017) 

3. Morphologie 

La morphologie des levures est très variée. On distingue trois formes : la forme levure, le 

pseudomycélium et le mycélium. 

 3.1. La forme levure 

C'est la plus simple, il s'agit de cellules uniques, libres ou associées deux à deux ayant une 

morphologie caractéristique : sphérique, ovoïde, globuleuse ou cylindrique. Des formes 

spécifiques sont parfois distinguées comme la forme apiculée (Hanseniaspora et Kloeckera), 

en bouteille (Pityrosporum), triangulaire (Trigonopsis) ainsi que la forme pyramidale et 

ogivale (Dekkera) (Walker et White, 2005). Ceci en plus des arthrospores, des ballistospores 

et des chlamydospores(Barnett et al., 1983). Sous cette forme unicellulaire, les dimensions 

sont de 2,5 à 10,5 um de large et de 4,5 à 21 um de long. Cette longueur peut dépasser, chez 

certaines espèces, les 30 um. Ces dimensions, ainsi que leurs aspects dépendent fréquemment 

de l'âge des cellules et des conditions de culture (Scherr et Weaver, 1953). 

3.2. La forme pseudomycélium 

 Chez certaines espèces et après bourgeonnement, les cellules filles restent associées les unes 

aux autres et donnent des chaînettes constituées de plusieurs cellules formant un 

pseudomycélium. Ce dernier peut être rudimentaire ne comptant que quatre à cinq cellules 

comme il peut être plus important et présenter des ramifications. Souvent les cellules centrales 
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s'allongent et dessinent un axe principal, tandis que les cellules localisées aux extrémités 

restent courtes et forment des blastospores (ou blastoconidies) au niveau des constrictions, 

l'anaérobiose favorisent la production de cette forme (Belin, 1996). 

3.3. La forme mycélium 

La propriété de donner un vrai mycélium séparé par des cloisons ou septa caractérise 

certaines espèces de levures. Cette différenciation résulte d'un allongement important des 

cellules et l'hyphe ainsi formée prolifère par une croissance apicale. Dans la majorité des cas, 

c'est le pseudomycélium qui se transforme en mycélium, mais existe des espèces chez 

lesquelles les levures donnent directement un filament sans passer par ce dernier. (figure09) 

Son élaboration débute par l'émergence d'un tube germinatif qui, par croissance apicale, 

génèrera un filament qui s'étendra à un rythme constant, se cloisonnera et se ramifiera pour 

constituer une hyphe et un mycélium qui se propagera pour donner un réseau bien enchevêtré 

(Bouix et Leveau, 1980). Occasionnellement un septum peut séparer la forme levure de la 

forme mycélium, c'est ce qui a été observé par Rahary et ses collaborateurs chez C. albicans 

en mettant en évidence l'action de la cytohélicase de la cellule mère dans la formation de ce 

septum (Rahary et al., 1984). La transition inverse existe également et selon plusieurs 

auteurs, les levures apiculées qui se multiplient par bourgeonnement bipolaire, seraient 

intermédiaires entre la forme mycélienne et la forme unicellulaire bourgeonnante (Lodder, 

1971).  

Ce dimorphisme, voire ce polymorphisme est un phénomène marquant de certaines 

espèces. Plusieurs hypothèses ont été proposées pour expliquer ce mécanisme (Nickerson et 

Falcone, 1956;Bartnicki-Garcia, 1963; Bartnicki-Garcia et Lippman, 1969; Kanetsuna 

et al.,1972 et San-Blast, 1979), mais ces dernières sont très anciennes et reposent sur les 

observations de trois espèces seulement . 

Ce phénomène reste donc inexpliqué. Cependant, il est sûr que cette transition levure-

mycélium peut être provoquée par des facteurs externes variés comme la température, le pH et 

la teneur en glucose (Pollack et Hashimoto, 1987 ; Vidotto et al., 1971) 
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                       Figure 09:Filamentation des levures (Guiraud,1998) 

 

4.Habitats 

Dans la nature, les levures sont des espèces ubiquitaires, elles se trouvent principalement 

sur les végétaux riches en sucres directement assimilables (Bouix et Leveau, 1991).En effet, 

les milieux fortement concentrés ensucre représentent un de leur environnements préférés 

(sirops, bière, miel, fleurs et de nombreuxfruits) (Leclerc, 1975 ; Oteng-Gyang, 1984 et 

Jimoh et al., 2012; Greppiet al., 2013; Adewara et al., 2013). D’autres, se développent au 

niveau des eaux douces et profondes associées au plancton (Van Uden et Fell, 1968 et 

Ahearn, 1973)d’autres sont parasites et se trouvent dans les tubes digestifs de certains 

vertébrés(Larpent, 1991) 

Par ailleurs, une large variété de levures vit dans le sol, plus ou moins représentative de la 

flore levurienne associée aux plantes, champignons et animaux vivants à la surface. 

Néanmoins, pour d’autres espèces, le sol demeure leur seul habitat (Phaff et Starmer, 

1987)les levures se trouvent dans diverses niches écologiques (Lachance, 2011b) : dans des 

milieux naturels (sur/dans les fruits, sur les arbres, …) ou dans les milieux anthropisés (chez 

l’homme, dans les produits fermentés naturels et industriels de l’alimentation ou de 

pharmacie). Certaines espèces isolées de l’homme ou des produits fermentés sont des 

pathogènes opportunistes (comme Candida tropicalis, C. zeylanoides, Pichiafermentans, 

Rhodotorulamucilaginosaou Citeromycesmatritensis(Anaissieetal., 2009 ; Dismukes et al., 

2003 ; Euzéby 2008), c'est-à-dire pathogènes chez des personnes immuno-déficientes 

(Jacques et Casaregola 2008 ; Miceli et al., 2011). 

D’autres espèces sont commensales à l’homme, naturellement présentes dans le tractus 

vrai mycélium 

 

pseudo mycélium 
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digestif, sur les muqueuses et la peau, et également présentes dans des produits fermentés 

(Kurtzman et al., 2011).  Le tableau 03 présente les différents habitats des levures du genre 

Candida. 

Tableau 03:Habitats de Candida 

Habitats  Références 

Cornichons  (Rezki et al., 2013) . 

Dattes  (Rezki et al., 2013). 

Ecorces d'arbres  (Rao R. S. et al., 2008). 

Déchets de la pomme de terre  (Ouédraogo et al., 2012). 

Fromage  
(Prillinger et al., 1999 ; Jacques et 

Caseregola,2008 et Binetti et al., 2013). 

Lactosérum  (Jairath et al.,2012 ). 

Yaourt  (Lopandic et al.,2006 ). 

Jus d’orange 

Jus de fruits 

(Covadonga et al., 2002). 

(Jairath et al., 2012). 

Mezcal  (Verdugo Valdez et al.,2011 ). 

Grains de blé , Sol  (Djekrif, 2016) 

Déchets industriels  
(Lachance, 2011b ; Ouédragao et al., 

2012). 

Agave  (Pérez-Brito et al., 2015). 

Spécimens cliniques  
(Zhang et al., 2010; Lachance, 2011 et 

Ouédragaoet al., 2012) 
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5.Structure cellulaire de la forme levure : 

La structure cellulaire des levures, qui est sous la dépendance des conditions physico 

chimiques et de l'âge de la culture, est de type eucaryote et possède une paroi épaisse et 

rigide, un noyau limité par une membrane nucléaire, un cytoplasme contenant divers organites 

et inclusions dont des mitochondries et une grande vacuole. Chez levures, on note l'existence 

d'une capsule constituée de phosphomannanes solubles dans l'eau (Hansenula, Pichia), de 

mannanes plus ou moins ramifiés (Rhodotorula) ou d'hétéropolysaccharides (Cryptococcus) 

(Larpent,1991)(figure10).

 

                          Figure 10:Structure cellulaire des levures (Thuriaux, 2004) 

C’est une structure dynamique externe qui englobe toute la cellule conférant sa rigiditéet sa 

forme caractéristique .Elle représente 15 à 20% de la matière sèche de la cellule,d’épaisseur 

150 à 230 nm. Sa composition chimique qui est sujette à des variationsimportantes suivant les 

espèces, le cycle cellulaire et les conditions de culture (AguilarUscanga et François, 

2003),comprend environ 80% de polysaccarides principalement des mannanes(Peat et 

al.,1969 et Manners et Masson,1969), en proportion quasi égales,10 à 20% de 

protéines,7à10 de lipides,5% de sels minéraux et 1 à 3% de chitine qui se trouve 

majoritairement au niveau des cicatrices de bourgeonnement afin de maintenir l'intégrité de la 

paroi (Suarit et al.,1988 et Lipke et Ovalle,1998) 
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La couche intérieure de la paroi est en grande partie responsable de sa force mécanique et 

fournit aussi li cites d’attachement pour les protéines qui forment sa couche extérieure (Klis 

et al.,2002) . 

Cette structure joue un rôle important en maintenant une structure élastique qui assure une 

protection osmotique et constitue barrière physique 

-L’espace périplasmique 

C’est une espèce qui est délimité par la membrane plasmique et la couche interne de la paroi 

et représente le seul site de localisation cellulaire des enzymes telles que 

l’invertase(Neumann et Lampen, 1967), la phosphatase acide (Schurr et yagile, 1971et 

Arnold,1981),les -galactosidases, le -glucanases (1-3)et (1-6) et des protéases (Barnett et 

Robinow, 2002).C’est une membrane simple et fragile qui se trouve sous la paroi avec une 

épaisseur de7,5 nm, retenant l’ensemble des constituants intracellulaires et résistante aux pH 

acides mais altérée par des pH alcalins. Les membranes biologiques sont composées de deux 

types de constituants principaux : les lipides et les protéines. La diversité des membranes étant 

très grande, les compositions lipidiques diffèrent selon les organismes .Dans la composition 

lipidique de la membrane plasmique, on distingue les phospholipides et les stérols. Parmi ces 

derniers c’est l’ergostérol qui est le dérivé majeur et dont la teneur varie d’une espèce à 

l’autre et en fonction de l’âge des cellules .Les autres stérols sont des précurseurs de 

l’ergostérol. Un grand nombre de travaux démontrent qu’en aérobiose les levures contiennent 

surtout des stérols insaturés tels que l’ergostérol, tandis qu‟en anaérobiose elles renferment 

des quantités non négligeables de squalènes, triterpène linéaire intermédiaire de la 

biosynthèse des stérols .Ces derniers qui sont soit libres soit estérifiés avec un acide gras 

augmentent la rigidité de la membrane et diminuent sa perméabilité .Les phospholipides, qui 

sont intimement associés aux protéines et aux stérols, assurent à la membrane sa fluidité 

permettant ainsi le bon fonctionnement des processus métabolique(Bayley et Parks, 1975). 

- Le cytoplasme 

Le cytoplasme renferme en plus des organites cellulaires tels que les mitochondries (qui 

contiennent des ADN, ARN, ARN polymérase et des enzymes respiratoires) etl’appareil de 

golgi, des vacuoles(ou se trouve le pool des acides aminés en plus despurines, des 

orthophosphates polymérisés et des hydrolases) et des ribosomes. Il contient également des 

enzymes, notamment celles de la glycolyse et de la fermentation alcoolique, des 

polysaccarides, des polyphosphates, du glycogène et du tréhalose (Larpent, 1991). 

- Le noyau et le réticulum endoplasmique(RE) 

La levure possède en général un seul noyau qui est entouré d’une enveloppe à deux 
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membranes ou la membrane externe est en relation continue avec un système membranaire 

cytoplasmique important, le réticulum endoplasmique. En de multiples endroits les 

membranes externe et interne fusionnent pour former des pores, ces derniers permettent les 

échanges entre le noyau et le reste de la cellule .Il contient le génome de la levure qui est 

réparti sur les chromosomes dont la structure est semblable à celle des autres eucaryotes avec 

un enroulement de l’ADN en « grains de chapelet »formés par des nucléosomes constitués 

d’histones de type H2a, H2b, H3 et H4.Ce nucléosome, découvert grâce aux progrès de la 

biophysique et de la microscopie électronique est considéré comme unité de base comprenant 

146 paires de bases d’ADN, enroulés autour d’un octamère de protéineshistones. Le nombre 

des chromosomes varie selon les espèces, pouvant atteindre 3 chez Hansenulaholstii, 2 chez 

H.anomalaet 16 chez S.cerevisiae haploïde. 

- Les mitochondries 

     Lorsque les levures se développent en aérobiose, elles possèdent de 30 à 50mitochondries 

bien développées dans lesquelles la membrane interne forme de nombreux replis en crêtes. En 

anaérobiose, ces organismes dégénèrent, leur surface interne décroit, les crêtes disparaissent 

(Larpent, 1997). 

-  Des ribosomes  

Qui sont des petites structures (ou organites) présentes dans lecytoplasme des cellules. Ils 

assemblent les acides aminés pour former les protéines. Ils suiventpour cela le plan de 

montage contenu dans l'ADN qui est transcrit dans les ARN messagers(Rose et al.; 1987). 

-  Des vacuoles 

 Qui emmagasinent les diverses substances de réserve. (Rose et al.; 1987) 

6. Caractéristiques des levures  

6.1. Caractéristiques physiologiques et nutritionnelles 

Selon Beudeker et ses collaborateurs (1996) ; la notion de stress en biotechnologie peut être 

définie comme l’ensemble des conditions qui provoquent des changements de 

processusphysiologiques, inhibition de croissance ou du développement. Suite à cette 

définition, on pourrait considérer le stress comme des variations effectuées dans le milieu de 

culture de la levure (température, pH, apport d’oxygène, apports nutritionnels)qui peuvent, en 

fonction de leur concentration, provoquer différentes «réponses dynamiques» du 

microorganisme à différents niveaux (macroscopique, microscopique, moléculaire) (Sainz et 

al.,2003), comme par exemple une modification du métabolisme cellulaire, des capacités de 

croissance et des fonctions physiologiques, des rendements et des productivités.  
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Les substances inhibitrices sont parfois difficiles à éviter puisqu’elles sont souvent substrats 

ou produits de la réaction biochimique considérée (Gryta etal.,2000). Une concentration 

élevée en éthanol inhibe l’activité enzymatique (Vincent T. et al.,2016). 

  6.1.1. Besoins nutritifs des levures  

Comme tous les organismes hétérotrophes, les levures doivent prélever dans leur milieu de 

vie les molécules organiques nécessaires à leur métabolisme. 

- Source de carbone  

Les levures utilisent des molécules carbonées préexistantes comme source de carboneet aussi 

d’énergie. Les sources carbonées sont d’une grande importance pour les levurespuisqu’elles 

fournissent le carbone exigé pour la biosynthèse de constituants cellulaires variés (Walker et 

al.,1997). La majorité des levures utilisent surtout des composés glucidiques (glucose, 

saccharose, maltose…..), d’autres utilisent des composés non conventionnelscomme l’éthanol, 

glycérol, acide lactique, protéine (Walker et al., 1997). 

 - Source d’azote  

La plupart des levures sont capables d’assimiler différentes sources d’azoteorganique et 

inorganique pour la biosynthèse d’acides aminés, de protéines, d’acidesnucléiques et de 

vitamines (Larpent, 1991). Les levures sont incapables de fixer l’azotelibre (N2). Par contre, 

l’assimilation des ions d’ammonium est largement répandue chez cesdernières. De 

nombreuses espèces lévuriennes se caractérisent par une capacité à utiliser lesnitrates et 

d’autres composés organiques comme source d’azote (acides aminés, urée, biotineet base 

puriques et pyrimidiques) (Walker et al., 1997). 

  - Oligoéléments et facteurs de croissance  

Les levures ont besoin d’éléments nutritifs pour assurer un développement adéquat. Ils’agit de 

sels minéraux et d’oligoéléments nécessaires à de très faibles concentrations (Walker et al 

.,1997). De plus, d’autres facteurs, appelés facteurs de croissance, leur sontessentiels mais les 

levures sont incapables de les biosynthétiser, comme les vitamines (biotine, thiamine et acide 

pantothénique), qui interviennent lors des réactions enzymatiquescomme des coenzymes 

(Larpent, 1991). 

6.1.2. Besoins physico-chimiques 

Comme chez tout organisme vivant, un certain nombre de facteurs physiques etchimiques 

influent considérablement sur la croissance des levures dont les principaux sont : 
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-Température: 

Les levures présentent un très large intervalle de température de croissance : lamajorité a une 

température optimum entre 25 à 30°C (Walker et al., 1997). Latempérature maximale de 

croissance se situe généralement entre 35°C et 45°C. Cependant, ilexiste des levures qui 

peuvent se développer à 0°C ou à plus de 50°C. 

-  pH 

Les levures ont tendance à coloniser des environnements acides mais elles tolèrent 

desgammes de pH très large de 2,4 à 8,6 (Leclerc, 1975). En effet, leur croissance optimale se 

fait à des pH entre 4,6 à 6,5 mais certaines peuvent s’adapter à des milieux acides (pH 2,8 à 

3,0) ou alcalins (pH 8 à 8,5). 

-  Pression osmotique et activité de l’eau 

La pression osmotique intervient également sur le développement des levures dontl’effet varie 

d’une souche à une autre (Leclerc, 1975). La plupart des souches ne peuventse développer à 

des activités de l’eau inférieure à 0,90. Certaines tolèrent des pressionsosmotiques élevées 

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

levures sont dites xérotolérantes, car elles sont capables de synthétiser 

des osmoprotecteurs (bétaine, glycérol) (Larpent, 1991). 

-  Oxygène 

Toutes les levures sont capables de se développer en présence d’oxygène. Il n’existepas de 

levures anaérobies strictes. Certaines levures sont aérobies strictes comme les genres 

:Rhodotorula, Lipomyces, Cryptococcusetc(Larpent, 1991). Les autres sont aéroanaérobies 

facultatives présentant un métabolisme soit fermentaire (comme Saccharomyces, 

Schizosaccharomyceset Brettanomyces) soit respiratoire (comme Candida, Kluyveromycesla 

plupart des espèces de Pichia, de Hansenulaet de quelques Torulopsis) (Hart, 1993). 

7. Reproduction des levures 

Les levures sont des champignons unicellulaires, qui peuvent se reproduire de manière sexuée 

ou asexuée(figure 11).  
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Figure 11:Cycle de reproduction de la levure (Leclerc et al., 1995) 

 

7.1. Reproduction sexuée 

De plus, les populations des levures connaissent un cycle de vie complexe, dans lequel on 

trouve alternativement des cellules haploïdes et des cellules diploïdes. La reproduction sexuée 

s’effectue par conjugaison des deux cellules qui donnent naissance à un zygote (figure12). 

Après différenciation et méiose un asque à 4 ascospores haploïdes se forme (Oteng-Gyang, 

1984). 

 

Figure12:La reproduction sexuée d’une levure (Thuriaux, 2004) 

 

7.2.Reproduction asexuée 

Leur mode de reproduction asexuée peut se faire soit par fission binaire, soit 

parbourgeonnement (figure13). Il leur permet de se multiplier très rapidement dans 

desconditions favorables. Par exemple, une seule cellule de levure de boulanger peutproduire 

par bourgeonnement jusqu'à 40 cellules filles en moins de deux heures (Larousse 2006). 
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            Figure13: La reproduction asexuée par bourgeonnementd’une levure 

(Thuriaux, 2004). 

8. Production des enzymes par les levures 

Certaines enzymes industrielles produites par les levures sont regroupées dans le(tableau 04) 

ci-dessous. 

Tableau 04:Exemple de quelques enzymes d’intérêt industrielproduites par les levures.  

Enzymes  Levures  Références 

Protéase  Aureobasidiumpullulans Chi et al. (2007). 

Candida lypolytica Tobe et al., (1976).  

α-amylase  Saccharomyces cerevisae Liese et al.,(2000). 

Candida guilliermondii Akbache et Bariout(2007).  

Candida tropicalis Liese et al (2000).  

Candida sp. 

Pichiasp. 
Ruohonen et al.,(1991).  

Cellulase 

, 

Candida molischiana, 

Candida pulcherrima 

Candida stellata 

Candida wickerhamii, 

Cryptococcusflavus, 

Kloeckeraapiculata, 

Kluyveromyceslactis, 

Rhodotorulaglutinis, 

Saccharomyces fibuligeratinis, 

Trichosporoncutanum 

Béguin et Aubert (1994). 



Première partie :                                                       Synthèse bibliographique 

 

25 

Amylopullulanase Clavisporalusitaniae Dakhmouche( 2016) . 

Pectinase 
Saccharomyces cerevisiae 

Saccharomyces cerevisiae 

DjouldéDarman etal., 

(2005). 

 Candida cylindracea 
D’Annibal et al. (2006) 

Kim et Hou (2006) 

 Candida utilis Grbavcicet al. (2007 

 Candida rugosa 
Zahoet al. (2008) 

Benjamin et Pandey(2001 

 Geotrichumcandidum Burkertet al. (2005) 

 Yarrowialipolytica 
Lopes et al. (2009) 

Dominguezet al.(2003 

 Rhizopusarrhizus 
Tan et Yin (2005) 

Yang et al.(2005) 

 Rhizopushomothallicus Diaz et al. (2006) 

 

 

 

 Rhizopusoryzae-  Surribaset al. (2007) 

 Rhizopuschinensis Tenget al. (2009) 

 Williopsiscalifornica Ciafardiniet al. (2006) 

 
Aspergillus oryzae :  

Cihangir et Sarikaya 

(2004) 

 Aspergillus carneus Kaushiket al. (2006) 

 Aspergillus niger Dutra et al. (2008) 

 Saccharomyces serevisiae Ciafardiniet al. (2006) 

 Colletotrichumgloesprioides Colenet al. (2006) 

 Penicillium restrictum Azeredoet al. (2007) 

 
Penicillium verrucosum 

Pinheiroet al. (2008) 

Kempkaet al. (2008) 

 Trichosporonasahii Kumar et Gupta (2008) 

 Aureobasidiumpullulans Liu et al. (2008) 

 Rhodotorulamucilaginosa Potumarthiet al. (2008) 
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9.Classification des levures 

Grâce au développement des techniques d’analyse, Lodder(1971) a pu établir 

uneclassification des levures basée sur les critères morphologiques, culturaux, sexuels 

etphysiologiques; mais l’isolement de nouvelles souche, ainsi que l’avènement 

desbiotechnologie, ont permis par la suite à Kreger-van rijen (1984) de réactualiser 

cetteclassification qui, outre les critères cités plus haut , repose sur l’étude de certains 

organites(exemple : le noyau, l’ADN).Cette classification est devenue actuellement une 

référence etcomprend une soixantaine de genres et près de 500 espèces (Kreger-van rij, 

1984). 

Les levures se divisent en 3 grandes classes : 

• Les ascomycètes : également appelées levures ascosporogènes ou levures vraies,formant 

dans certaines conditions des ascospores à l’intérieur de la cellule ; 

• Les basidiomycètes : capables d’élaborer des spores externes apparentées aux 

basidiospores; 

• Les deutéromycètes ou levures imparfaites : genres asexués, qui se multiplienttoujours 

par reproduction végétative. 

La classification des levures selon est résumée dans letableausuivant : 

                        Tableau05 : Classification des levures (Kreger-van rij, 1984) 

Les levures ascomycètes 
Les levures 

basidiomycètes 

Les levures 

deutéromycètes 

Saccharomycetaceae 

1. Schizosaccharomycetoideae 

Schizosaccharomyces 

2. Saccharomycetoideae 

Ambrosiozyma 

Arthroascus 

Arxiozyma 

Citeromyces 

Clavispora 

Cyniclomyces 

Debaryomyces 

Dekkera 

Guilliermonedella 

Levures formant des 

teliospores 

Leucosporidium 

Rhodosporidium 

Sporidiobolus 

Filobasidiaceae 

Filobasidiella 

Filobasidium 

Levures non classées 

Sterigmatosporidium 

Porobolomycetaceae 

Bullera 

Sporobolomyces 

Cryptococcaceae 

Aciculoconidium 

Brettanomuces 

Candida 

Cryptococcus 

Eniella 

Fellomyces 

Kloeckera 

Malassezia 

Oosporidium 
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Hansenula 

Issatchenkia 

Kluyveromyces 

Lodderomyces 

Pachysolen 

Pachytichospora 

Pichia 

Saccharomyces 

Saccharomycopsis 

Schwanniomyces 

Sporopachydermia 

Stephanoascus 

Torulaspora 

Wickerhamiella 

Wingea 

Yarrowia 

Zygosaccharomyces 

3. Lipomycetoideae 

Lipomyces 

4. Nadsonioideae 

Hanseniaspora 

Nadsonia 

Saccharomycodes 

Wickerhamia 

5- Spermophthoraceae 

Coccodiascus 

Metchnikowia 

Nematospora 

Phaffia 

Rhodotorula 

Schizoblastosporion 

Sterigmatomyces 

Sympodiumyces 

Trichosporon 

Trigonopsis 

 

10. Importance des levures  

  Les levures ont été utilisées par l’homme depuis des millénaires sans le savoir, enparticulier 

dans la fabrication des boissons alcoolisées et du pain (Bouix, 1991). 

Au cours de la préparation du pain, la levure se développe en aérobiose. Ce type 

dedéveloppement augmente la production de CO2, diminue l’accumulation d’alcool et donne 
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la texture légère de nombreux pains, les traces de fermentation contribuant au goût final 

(Bouix, 1994). 

Cependant, en conditions anoxiques, les levures dirigent leur métabolismevers la 

fermentation avec une production significative d’alcool (Hart, 1993). 

Au-delà de leur importance en panification et en brasserie, les levures sont utiliséespour leurs 

cellules elles-mêmes ou pour les composés produits par ces cellules (métabolites).Certaines 

levures (exemple : Saccharomyces cerevisiae) se distinguent par leur capacité àtransformer en 

anaérobiose les sucres en alcool. 

   Les levures sont aussi utilisées dans la fabrication de fromages. Leur action commencedès 

les premières heures de l'égouttage et se poursuit pendant tout l'affinage (Pol, 1996). 

Elles contribuent au développement des qualités organoleptiques du fromage par 

leursimplications aux phénomènes tels que la protéolyse, la lipolyse, la consommation d’acide 

lactique et la fermentation du lactose (Hart, 1993). 

La levure diététique, vendue comme complément alimentaire est riche en vitamine Bet en 

protéines, mais carencée en acides aminés (Hart, 1993).Elle peut être parexemple ajoutée à la 

farine de blé ou de maïs pour augmenter la valeur nutritionnelle. 

L'industrie agroalimentaire étant constamment en recherche de développement de nouveaux 

produits, les levures présentent de nouvelles pistes d’exploitation dans ce secteur (Mansour, 

2009) (figure14(.

 

Figure 14:Représentation schématiquedes différents domaines d'utilisation de la 

levure.(Rezki-bekki ,2014 (. 



 

 

 

 

 

 

 

CHAPITRE 3  

LES LIPASES 

 



Première partie :                                                       Synthèse bibliographique 

 

29 

Le marché des enzymes industrielles, quant à lui est en plein croissance grâce, notamment à 

l’apparition de nouveaux domaine d’application ; l’industrie des détergents où on utilise les 

protéases et les lipases, l’agroalimentaire on utilise par exemple l‘alpha acétolactate oxydase 

(Ben ameur villain, 2012). Et le domaine pharmaceutique où on utilise plusieurs enzymes 

comme l’alpha-amylase pancréatique (Bustos, 2013). 

1. Généralités sur les lipases 

Les carboxylestérases (Carboxyl ester hydrolase) comprennent deux groupesd'enzymes, à 

savoir non spécifiques estérases (E C 3.1.1.1) et les lipases (E C 3.1.1.3),différenciés sur la 

base de leur spécificité de substrat. Les estérases hydrolysent lessolutions d'esters de chaîne 

acyl courte soluble dans l'eau et inactifs contre lestriacylglycérols à longue chaîne insoluble 

dans l'eau (Chahinian and Sarda, 2009).Ellessont localisées dans le réticulum 

endoplasmique, le cytosol de différents tissus etabondantes dans le foie. Elles manifestent une 

large spécificité en substrat tels que amides, esters, thioesters, hydrolysent un grand nombre 

de composés de différentes structures et jouent un rôle très important dans l’élimination des 

produits toxiques et xénobiotiques (Gilhamand Lehner, 2005) 

 2. Définitions 

Les lipases (Triacyclglycerol acylhydrolases EC3.1.1.3) appartiennent à une 

classed’hydrolases spécifiques à l’hydrolyse des graisses en acides gras et du glycérol à 

l’interface eaulipides. Ils sont également capables d’inverser la réaction dans les milieux non 

aqueux et ils sont abondamment présents dans la nature (Singh et al.,2017) Claude Bernard, 

1856, dans le jus pancréatique, a déterminé que la lipase était une enzyme qui hydrolysait les 

gouttelettes d’huile insoluble et les transformait en produits solubles ( Sangeetha et al., 

2010). 

La structure des lipases a été déterminée par cristallogenèses et diffraction des rayons x 

)Najjar,2010( 

Toutes les lipases connues à ce jour présentent une organisation tridimensionnellecommune 

composée d’un feuillet béta centrale formée de huit brins parallèles connectés entre euxpar 

des hélices alpha (figure 15) (Najjar, 2010( 
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Figure 15:Structure dimensionnelle d’hélice (site active d’une lipase) .le feuillet beta en 

jaune, les hélices alpha en violet, les hélices alphaen bleu, et les motifs ‘turn’ en bleu ciel 

(Chaput, 2012( 

3. Caractéristiques 

Le poids moléculaire des lipases se situe entre 19 et 60 kDa et on a signalé qu’il s’agissait de 

protéines monomériques (Chandra et al.,2020). Les lipases agissent sur des substrats 

insolubles émulsionnés dans l’eau et catalysent l’hydrolyse(liaisons ester de clivage) de 

triacylglycérides composés d’acides gras à longue chaîne (plus de dixatomes de carbone) 

(Fatima et al.,2020).  

Dans le milieu eau /solvant organique immiscible, elles sont également capable de catalyser 

laréaction réversible de synthèse et échangeuse de groupes d’esters et résolution de 

mélangeracémique en alcools et acides optiquement actives (figure 15). Les lipases diffèrent 

des estérases parce que ces dernières agissent sur des substrats solubles dansl’eau, tels que les 

esters simples avec des acides gras à chaîne courte (moins de six atomes decarbone)(Fatima et 

al.,2020)  

4. Origine des lipases 

Les lipases sont des enzymes lipolytiques extracellulaires qui peuvent agir d’une part comme 

hydrolases en milieu aqueux et d’autre part comme des catalyseurs dans un milieu organique 

sur des échelles de temps plus rapides et plus efficaces. (Aggoune 2017; Lopez, 1998(. Ces 

enzymes ont une capacité qui permet d’aider les réactions chimiques à se produire plus 

facilement. )Lagrari  2019( Les lipases sont de nature hétérogène largement répandue dans la 
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nature qu’elles soient d’origine microbienne, animale, végétale, ce qui augmente leurs 

potentialités d’être utilisé dans de nombreuses applications d’importance industrielles.(Lopez, 

1998). 

4.1. Lipase végétale 

Les lipases se trouvent au sein de la plante, principalement dans les graines où lestrilycérides 

sont stockés dans des structures intracellulaires appelées oléosomes (Fickers etal., 2007 ; 

Casas et al., 2012). Ces derniers contiennent des lipases capables d’êtreutilisées dans la 

biotransformation des lipides dans les domaines suivants la papeteries, l’oléochimie, la farine 

de blé et les huiles essentielle (Wilfried et al., 2011) 

4.2. Lipases animales 

La plupart des lipases d'origine animale sont obtenues à partir du pancréas des bovins,d’ovins, 

de porcs et de cochons ou par d'autres animaux hôtes présents dans le tractus gastrointestinal 

chez les animaux, dont la fonction est la digestion des graisses et des lipides 

(Gonçalves Filho et al., 2019 et Bataiche, 2014 (Les lipases de mammifères peuvent être 

classées en trois groupes : 

A. Le premier est constitué par les lipases associées à la digestion, telles que les lipases 

linguale, pharyngale, gastrique et pancréatique. 

B. Le second groupe correspond aux lipases présentes dans le cerveau, les muscles, les 

artères, les reins, la rate, le foie et les tissus adipeux. 

C. Le troisième groupe correspond aux lipases produites par les glandes galactogènes 

produisant le lait maternel (Fickers et al., 2008( 

4.3 .Lipases microbiennes 

Elles sont obtenues à partir de champignons, de levures et de bactéries. La plupart des 

lipases microbiennes sont extracellulaires, ces lipases présentent de grands avantages par 

rapportaux autres, elles sont plus abondantes (tableau 15). Les microorganismes producteurs 

de cesenzymes peuvent être facilement modifiés génétiquement et présentent une grande 

diversité decaractéristiques et de spécificités (Gonçalves Filho et al.,2019( 

5. Production de lipase  

La fermentation est une approche de transformation biologique de substrats complexes 

enmolécules plus simples à travers différents microorganismes. Elle est largement utilisé pour 

la 

production industrielle de lipases et confère de grands avantages sur les 

approchesconventionnelles (Fatima et al., 2020). 
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La production de lipase est réalisée par la fermentation solide (FMS ou en anglais Solid- State 

Fermentation, SSF) et la fermentation liquide (FML ou en anglais Submerged Fermentation, 

SmF). 

Plusieures études sont portées sur la production de la lipase en FMS chez Aspergillus niger 

MTCC (872 (Nema et al.,2019); Yarrowia lipolytica (Dominguez et al.,2003), Candida 

rugosa (Benjamin et Pandey, 2001) et Candida utilis par FMS (Grbavcic et al., 2007) et 

aussi en FML chez Candida guilliermondii (Oliveira et al., 2014) et Yarrowia lipolytica 

(Lopes et al., 2009). 

6.Microorganismes producteurs de lipases 

Les lipases microbiennes sont universelles dans la nature et sont très commercialisés en raison 

de leur faible coût de leurs fabrications supérieures ainsi que leur grande disponibilité 

(Borrelli etTrono, 2015). 

7. Intérêt industriel des lipases 

En 2020, l'ampleur du marché mondial de la lipase a atteint 590,5 millions $, à un CAGR (ou 

Compound annual growth rate) de 6,5 %. L'Asie-Pacifique était le plus grand marché pour la 

consommation de lipase en 2014 (Özgen et al., 2020 ;Ávilaet al.,2019).Et pendant la période 

deprévision, on estime que le marché de l'Asie-Pacifique et le taux de croissance CAGR 

annuelaugmentent. En outre, les perspectives croissantes dans les marchés en développement 

tels quel'Inde, la Chine et le Brésil devraient améliorer l'étendue du marché des lipases au 

cours de lapériode de prévision. Novozymes A/S (Danemark), E. I. du Pont de Nemours et 

Compagnie(Genencor) (États-Unis), Koninklijke DSM N.V. (Pays-Bas) et Chr.Koninklijke 

DSM N.V.(Pays-Bas) et Chr. Hansen Holdings A/S (Danemark) sont les plus importants de 

laconsommation de lipases dans le monde (web 2). Grâce àses propriétés spécifiques telles 

que l'énantiosélectivité, la régiosélectivité et la large spécificitédu substrat, la lipase 

présentant le plus d'intérêt parmi toutes les enzymes (Lokha et al.,2020;Zhong et al.,2020). 

 

Les lipases revêtent une grande importance dans l’industrie en raison de leur stabilité dans les 

solvants organiques, de leur grande variété de substrats, de leur sélectivité et de leur capacité à 

catalyser les réactions sans ajouter de cofacteurs coûteux. De plus, ils sont facilement produits 

etactifs dans des conditions de réaction légère (Casas-Godoy et al.,2018). 

Par conséquent, les lipases sont utilisées dans de nombreux domaines industriels différents : 

7.1. Détergents et agents nettoyants 

Comme additifs puisqu’ils sont actifs et stable à des températures élevées et à un pH 

alcalin. Ils sont également essentiels dans la production de savon, de produits pour le lave 
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vaisselle, de solvants pour le nettoyage à sec et de lentilles de contact (Li et al.,2014;Lailaja 

et Chandrasekaran ,2013). 

7.2. Industrie alimentaire 

Y compris la production de produits laitiers, comme le fromage, la modification des graisses 

et des huiles ( par exemple :fabrication de beurre et de margarine, nouvelles huiles de cuisson) 

et la production d’aliments pour bébés et de lipides structurés ayant des propriétés uniques 

(parexemple :équivalent beurre de cacao, succédané de lait humain, graisses riches en calories 

ouréduites, huiles enrichies en acides gras polyinsaturés (AGPI)) (Chaurasia et al.,2016 

;Ferreira-Dias et al., 2013 ;Peng et al., 2014). Ils sont utilisés comme émulsifiants 

dansl’aml’alimentation animale (Melim et al.,2013). Enfin, ils sont également utilisés pour 

modifierles arômes et produire des composés parfumés (Peng et al.,2014). 

7.3. Produits chimiques fins 

Dans l’industrie pharmaceutique pour produire des énantiomères purs par la résolution 

demélanges racémiques (par exemple, molécules chirales telles que les prostaglandines, 

lescéphalosporines, les anti-inflammatoires non stéroïdiens, les hydantoines, et les 

pénicillines) 

(Gérard et al., 2017 ;Tian et al., 2012). Les molécules chirales sont également utilisées 

commeherbicides dans l’industrie agrochimique (Bora et al.,2013). Dans l’industrie du 

parfum et de lacosmétique, ils sont employés pour produire des tensioactifs et des parfums et 

comme émollientsdans les produits de soins personnels (Khan et Rathod, 2015) 

7.4. Industrie de la pâte et du papier 

Dans le contrôle du brai, pour l’élimination des triglycérides et des cires. De plus, leur 

présenceaugmente la blancheur et réduit la pollution des eaux usées (Sharma et Kanwar, 

2014). 

7.5. Bioremédiation de la lipase et processus environnementaux 

Comme le traitement des eaux résiduelles riches en pétrole, la dégradation des débris 

organiqueset le traitement des eaux usées provenant d’un large éventail d’industries (Salihu 

et Alam, 2015). 
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1 :Cadre et objectif de l’étude 

Cette étude a été effectuée au sein du laboratoire de wilaya à Merdj Edib Kaayouche Fadila 

Skikda (figure16) au service d'épidémiologie et de médecine préventive, unité bactériologie 

alimentaire en premier lieu. En second lieu, le travail a été complété au laboratoire de 

microbiologie dans le hall technologie à l’université du 20 août 1955 Skikda du 21 mai au 19 

avril 2022. 

L’objectif principal de cette étude est d’isoler des souches pures de levures à partir des 

grignons d’olives qui sont des milieux naturels riches en matières grasses dans le but d’établir 

leurs caractéristiques : biologique, physico-chimiques et biotechnologiques.  

Figure16 :Carte géographique de laboratoire de santé  Merdj Edib 
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2. Méthodologie 

Les différentes analyses suivis dans notre étude sont bien définis dans le schéma 

suivant (figure 17). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure17 : Schéma général des méthodes suivies 
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3. Echantillonnage    

3.1 Sites de collecte  

Les grignons d’olives (figure 19) ont été récupérés d’une nouvelle huilerie à Sidi Mezghiche 

(figure 18) ainsi que de deux anciennes huileries situés à Leghdir (figure20.21) et à Emjaz 

Edchich. La collecte s’est fait au hasard pour récupérer beaucoups de souches. 

 

 

 

 

 

Figure 18:La nouvelle huilerie de Sidi Mezghich            Figure 19: Les grignons d’olives 

 

 

                       Figure 20 : Huilerie d’Emjaz 

Edchich Figure 21: La région de récolte 

3.2 Technique de prélèvement : 

Pour éviter la contamination des échantillons des grignons d'olive par les microorganismes 

ainsi que leur altération on doit respecter les règles d’asepsie suivantes : 

- Stérilisation des flacons à l’autoclave dans un emballage de papier aluminium. 

-Transport des échantillons à l’aide d’une glacière avec blocs réfrigérants jusqu’au 

laboratoire. 

-Conservation des échantillons au réfrigérateur à 4 °C. 

4. Analyse des échantillons   

4.1 Isolement des levures 

Le travail a été effectué en respectant les conditions d'asepsie et en manipulant toujours dans 

la zone stérile. Les tubes à essai, l’eau physiologique, les pipettes graduées, doivent être 

stérilisés au préalable.  
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 4.1.1 Préparation de la solution mère : 

Une pesée de 1 gramme de grignons d’olives(figure 22) brute prélevé est introduite dans un 

volume de 9 ml d’eau physiologique stérile puis homogénéisé à l’aide d’un agitateur pendant 

10 minutes(figure23) . 

 

 
 

Figure 22 : Pesée des grignons d’olives Figure 23 :Homogénéisation de la solution mère 

4.1.2 Préparation des dilutions 

Des dilutions décimales de 10
-1

-10
-6

 sont préparées à partir de la solution mère et ceci par 

l'ajout successif de 1 ml de la solution à 9 ml d'eau distillé stérile jusqu'à l'obtention de la 

dilution de 10
-6 

(figure 24).  

 

 

 

    Figure 24: Préparation des dilutions 

4.1.3 Ensemencement et incubation : 

- Bien homogénéiser les tubes à essai contenant les dilutions. 

- L’ensemencement se fait par étalement à l’aide des pipettes Pasteur sous forme de râteau sur 

milieux de cultures gélosées de PDA modifié (annexe ) additionné d’une concentration de 

0,04 g/l de gentamicine, permettant l’inhibition de la prolifération des bactéries à Gram 

positifs et Gram négatifs.  
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- Prélever à l'aide d'une pipette Pasteur, une goutte de cette suspension. L'étaler à l’aide d’un 

râteau, sur toute la surface de la boite de Pétri coulée (le râteau en verre est flambé avant et 

après chaque utilisation). 

- Sur les boites ensemencées, les éléments nécessaires à la bonne exploitation des résultats ont 

été indiqués. Il s’agit du : numéro de l’échantillon, la dilution ainsi que la date 

d’ensemencement. 

-L’incubation s’est faite à 30 °C en aérobiose pendant 2-3 jours dans l’étuve (Figure 25 et 26) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Figure 25: Ensemencement des souches    Figure 26: Incubation dans l’étuve 

 

4.2 Purification des levures  
 

- La purification des souches est réalisée à partir de colonies bien isolées, sur PDA modifié où 

plusieurs repiquages successifs, à l’aide de l’anse de platine, sont effectués jusqu’à obtention 

de cultures pures dans des tubes à gélose inclinée. (figure27 ;28) 

- L’incubation est réalisée en aérobiose, à 28°C pendant 48 h. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Figure 27:Purification des levures dans des tubes inclinés 
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Figure 28: Différents étapes de purification des levures 

 

4.3. Conservation 
 

Les colonies levuriennes purifiées ont été d’abord transférées dans des tubes à essai contenant 

5 ml d’eau physiologique stérile, puis conservées au réfrigérateur à une température de 4°C 

pendant trois à six mois (Guiraud, 1998). 

 

4.4 .Caractéristiques des souches levuriennes purifiées 

4.4.1 Caractéristiques biologiques 

 Aspect macroscopique  

L’observation macroscopique des colonies permet d’effectuer une première 

caractérisation des isolats. Les éléments d’identifications macroscopiques sont ceux qui sont 

déclarés par Guiraud (1998) et Joffine et Leyral (2006) ; en l’occurrence : 

- Forme des colonies : rondes, irrégulières, régulière, punctiforme, etc., 

- Taille des colonies : par la mesure du diamètre, 
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- Couleur de la colonie : rose, blanche, etc., 

- Elévation : convexe, concave, plate, etc., 

- Opacité : opaque, translucide ou transparente, etc., 

- Surface : lisse, rugueuse, sèche, dentelée. 

 Aspect microscopique  

Ces caractères sont étudiés à partir des préparations microscopiques (objectif x100) effectuées 

entre lame et lamelle à l’état frais. L’étude microscopique permet de définir ; d’une part la 

forme (sphérique, ovoïde, allongée), la taille des cellules en milieu liquide et sur milieu 

solide,et d’autre part, le mode de reproduction végétative par scissiparité ou bourgeonnement 

et dansce cas le nombre et la position (polaire, latérale) du (ou des) bourgeon (s) sur la cellule 

mère(Bourgeois et Leveau, 1980). 

 Aptitude à la filamentation 

La recherche systématique de l’aptitude à la filamentation est observée à partir d’une culture 

sur lame microscopique, De ce fait, le milieu PDA modifée fondu est déposé sur une lame 

microscopique stérile dans une boite de Pétri modérément humidifiée par l’ajout d’eau 

distillée stérile pour éviter la dessiccation du milieu (figure29). 

L’observation microscopique se fait après 2 à 3 jours d’incubation (objectif  X 40  et  X 100). 

Par conséquent, la bordure de la culture, sa filamentation ainsi que la nature de mycélium 

(pseudomycélium ou vrai mycélium), son abondance et ramification sont observés et notées. 
 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 29:Test de filamentation 

4.4.2 .Caractéristiques physico-chimique 

L’étude des caractéristique physico chimique est réalisée par le test de croissance à 30 °C et à 

37 °C. 

 Croissance à 30 °C 

Les levures sont testées sur leur pouvoir du développement à une température de 30 ° C (voir 

les figures dans le tableau del’aspect macroscopique partie résultat) 
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 Croissance à 37 °C  

Les levures sont testées sur leur pouvoir du développement à une température de 37 C  

Les souches ont été inoculées dans le milieu de culture YPGA (PDA pour nous) les boites 

sont ensuite incubées à 37° C pendant 2 jours .une culture positive se traduit par une 

croissance remarquable dans le milieu. 

4.4.3 .Caractéristiques biotechnologiques 

Afin de sélectionner les souches lipolytiques, des frottis de levures ont été préparés en 

présence de noir de Soudan III (colorant). Ce dernier représente un composé très soluble dans 

les lipides. De plus, il est très employé en microscope optique à constante de phase car il 

permet de mettre en évidence les polymères lipidiques intracellulaires localisés au niveau du 

cytoplasme des micro-organismes (Pandolfi, 2006)/REMRAM Zineb / MANA Yazid 

Isolement et caractérisation des levures oléagineuses, à partir de différents sols en 

Algérie 2015/2016  

 Coloration par le noir de Soudan III 

-Après avoir préparé les frottis, les lames ont été séchées à une température ambiante, 

puisquelques gouttes du colorant noir de Soudan III (Annexe) ont été déposées pendant 

10minutes.  

-Les lames sont ensuite immergés dans une solution de xylène pendant 10 secondes cequi 

mène à une décoloration complète. 

-La contre coloration est effectuée à la solution de fuchsine (Annexe ) pendant 15 

secondes. 

-Les lames subissent un lavage à l’eau courante puis égouttées sur papier absorbant.  

-Lescellules colorées sont observées à l’objectif x 100 (Ravikumar et al., 2012) 

 Observation des souches colorées  

Les granules de PHB « poly-β-hydroxibutyrate » peuvent être observées en noir à l’intérieure  

des cellules colorées en rose. Les granules de PHB peuvent être quantifiées si la souche est 

une levure lipolytique dont le nombre indique la capacité de stockage. De ce fait, les isolats 

les plus performants (représentés par une meilleure capacité de stockage) sont sélectionnés 

pour la poursuite du travail./(Pandolfi,2006). 

 Etude de l’activité lipolytique  

À partir de jeunes cultures de levures de 3 jours incubés à 28 °C et purifiés sur milieu PDA 

modifié, nous avons dénombré les levures sur cellule de Malassez selon la concentration 

proche de 9.10
7 

cellules/ml afin d’optimiser la production de lipase (Bataiche, 2014)  
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 Dénombrement sur cellule de Malassez 

Le dénombrement des levures s’effectue par comptage direct à l’aide d’une cellule de 

Malassez. Le comptage permet de déterminer le nombre de cellules totales par unité 

de volume de milieu de culture. La relation suivante permet d’avoir accéder àla 

concentration en cellules totales exprimé en nombre de cellules par ml : 

Nombre de cellules totales/ml  =nombre moyen des cellules × facteur de dilution ×10
5
 

Facteur de dilution : volume total / volume de la suspension de levures 

Le volume total est le volume de la suspension de levures + volume de l’eau 

physiologique stérile. 

 

 

 

 

 

Figure 30 : Cellule de Malassez 

 

 Ensemencement sur milieu POA 

Le milieu utilisé pour la mise en évidence de cette activité est le milieu est POA 

(Phenol Oil Agar)(figure 30.31) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 31 : Ajustement du pH                                         Figure 32: Milieu POA 

 

-Creuser des puits de 6 mm de diamètre dans la gélose à l’aide d’un bout revers d’une pipette 

Pasteur stériles(figure 33) 

-Ensemencer par dépôt de 60 μl de l’échantillon dans le puits (deux répétitions pour chaque 

levure)(figure34) 

- Incuber à 28°C pendant 3 jours (Dekhmouche,2016). 
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Figure 33: Préparation des puits sur milieu POAFigure34: Ensemencement dans  les puits 

 

 Révélation de l’activité enzymatique 

 

L'activité est révélée par l’apparition d’une zone claire de forme annulaire claire entourant la 

croissance de la levure. La zone est révélée directement sans détecteur (Singh et al., 2006). 

La présence d’enzymes lipolytiques dans le milieu POA est révèlée par l’apparence d’un halo 

autour de puit, les lipases attaquent lestriglycérides, qui contiennent des acides gras à longue 

chaîne, comme l’huile d’olive (Glogaueret al.,2011) 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

Résultats et Discussions  
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Chapitre 02 : Résultats et discussion 

1. Analyse des échantillons 

1.1. Isolement des levures 

L’isolement des levures à partir de des grignons d’olives des dilutions 10 
-1

 ,10
-2

 ,10
-3

 ,10
-4

 a 

permis l’obtention de plusieurs souches levuriennes ainsi que la croissance de divers 

moissures. En effet le milieu PDA est favorable à la croissance des champignons 

unicellulaires et pluricellulaires (Guiraud, 1998). Nous avons sélectionné 7 isolats qui ont 

donné une bonne croissance sur les milieux PDA modifié  + gentamycine en boites incubés à 

30°C pendant 3 jours, les résultats sont présentés dans le tableau 06. 

Tableau 06 : Aspect macroscopique des isolats sélectionnés (L1,L2 ,L3,L4,L5,L6,L7) 

Dilution  Code  
Caractéristiques 

macroscopiques 
Observation macroscopique 

 

 

 

10
-1

 

 

 

 

 

L1 

-Les colonies 

sélectionnées 

sont lisses et 

blanches 

bombées à centre 

élevé, brillante 

avec un contour  

régulier à texture 

crémeuse . 
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10
-2

 

 
L2 

-Les colonies 

sélectionné  sont 

lisses et 

blanches, 

bombée à centre 

élevé, brillantes 

avec contour 

régulier à texture 

crémeuse . 

  

 

 

 

10
-3

 

 

 

 

L3 

 

 

-Les colonies 

sélectionné  sont 

lisses blanche  

bombée à centre 

élevé brillante 

avec contour non 

régulier   à 

texturer 

crémeuse . 

 

 

10
-4

 L4 

Les colonies 

sélectionnées 

sont lisses blanc 

cassé convexe  

matte avec un 

contour  régulier 

à texturer 

visqueuse . 
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Les isolats sont répertoriés de manière que «L » code pour les levures isolées à partir du 

grignon d’olive et le chiffre désigne chaque souche à part.  

Les résultats montrent que toutes les colonies sont rondes. 

 

10-4 L5 

-Les colonies  

sélectionné sont 

lisses  blanches   

bombées, à 

centre élevé, 

brillante  avec un 

contour régulier 

à texture 

crémeuse . 

. 
 

10
-3

 L6 

Les colonies 

sélectionné sont 

rugueuses, 

blanches, 

convexe brillante  

avec un contour  

régulier à texture 

crémeuse . 

  

10-1 L7 

-Les colonies 

sélectionné sont 

lisses blanche 

bombée à centre 

élevé matte avec 

un contour 

régulier à texture 

crémeuse          
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Aussi : 

-Toutes les colonies sont bombées à part la L6 

    - Les colonies  convexes sont: L4 

-Les souches blanches sont: L1, L2 ,L3, L5, L6,L7 

- Les souches de couleur blancs cassées sont : L4 

-Les souches crémeuses sont : L1 ,L2, L3, , L5, L6,L7  

-Les souches visqueuses sont : L4 

-Les souches mattes sont : L4,L7 

-Les souches brillantes sont: L1, L2,L3, ,L5, L6 

-Les souches lisse sont :L1, L2,L3 , L4 ,L5, L7 

-Les souches rugueuses sont : L6 

-Tous les souches sont à contour régulier. 

-Le pourcentage le plus élevé des souches levuriennes s’observe majoritairement sur les 

solutions mères. 

Après incubation des souches sur PDA modifié pendant 3 jours à28°C. Les observations 

microscopiques sont réalisées et exposées dans le (tableau 08)suivant : 

1.2. Caraéctéristiques biologiques 

La purification des souches levuriennes dans des tubes de gélose inclinés a aboutit aux 

résultats de l’observation microscopique après coloration au bleu de méthylène (tableau 07). 

Tableau 07 : Observations microscopiques des souches levuriennes 

Dilution  Origine  Code  
Caractéristiques 

microscopiques 
Observation microscopique (X04) 

 

10-1 

 

 

Grignon 

d’olive 

 

L1 

Cellule ronde à 

allongé avec 

bourgeonnement 

monolatérale et 

présence de 

pseudomycéluim 
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10-2 

 

 

Grignon 

d’olive 

 

L2 

Cellule ronde 

avec 

bourgeonnement 

mono et bilatérale 

et présence de 

pseudo mycélium 

 

 

10-3 

 

Grignon 

d’olive 

 

L3 

Cellule ronde à 

allongée avec 

bourgeonnement 

mono et bilatérale 

et présence de  

pseudomycélium 

 

10-4 
Grignon 

d’olive 
L4 

Cellule grande et 

ronde à allongé 

avec 

bourgeonnement 

bilatéral 
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10-4 
Grignon 

d’olive 
L5 

Cellule ronde à 

allongé avec 

bourgeonnement 

monolatéral et 

présence de 

pseudomycéluim 

 

10
-3

 
Grignon 

d’olive 
L6 

Cellule ronde  

avec 

bourgeonnement 

monolatéral et 

présence de 

pseudomycéluim 

 

10-1 
Grignon 

d’olive 
L7 

Cellule ovale 

avec 

bourgeonnement 

monolatéral 

 

 

D’après les observations microscopiques X 100 et X 40, les levures isolées présentent  

différentes tailles, la souche levurienne L4 est la plus grande de toutes les souches. 

 Les souches rondes sont : L2 ,L6 

 Les souches rondes allongées sont : L1,L3,L4 ,L5  

 Les souches ovales sont :L7 

 Les souches avec bourgeonnement monolatéral et bilatéral : L1, L2, L3 
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 Les souches avec bourgeonnement monolatéral :L5 , L6,L7 

 Les souches avec bourgeonnement bilatéral :L4 

 Les souches avec pseudo mycélium :toutes les souches présent un pseudomycélium à 

part L4, L7  

Les résultats d’observation microscopiques des souches de levures isolées à partir du sol 

d’olivier de Djama et Hassi (2021) sont les suivants : des cellules rondes à allongées et 

bourgeonnement mono et bilatérale et présence de pseudomycelium. 

Le tableau 08 présente les résultats du test de filamentation. Il est à noter que nous avons 

sélectionné 5 souches levuriennes pour la suite des expériences.  

 

Tableau 08 : Résultat du test de filamentation après deux jours d’incubation à 28 °C 

Souche Figure Observation 

microscopique  40 

Présence 

ou 

Absence 

de 

filament  

Témoin 

( milieu 

PDA 

non 

enceme

ncé) 
 

 

 

L1 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Absence 

L2 

  

Absence 
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L3 

  

Absence 

L4 

  

Présence 

L5 

  

Absence 

 La souche L4 un pseudomycélium. 

 Le témoin est un signe de contamination 

En comparant nos résultats avec ceux de Bataiche (2014) nous notons qu’une 

filamentation sous forme de gros pseudo-mycéliums présentant des ramifications et des courts 

pseudo-mycéliums disposés en forme d’arbre dans une souche.  Ainsi que la présence de 

formes spécifiques ovoïdes formées correspondant aux Blastospores ou Blastoconidies. 

Chez certaines espèces et après bourgeonnement, les cellules filles restent associées 

les unes aux autres et donnent des chaînettes constituées de plusieurs cellules formant un 

pseudomycélium. Ce dernier peut être rudimentaire ne comptant que quatre à cinq cellules 

comme il peut être plus important et présenter des ramifications. Souvent les cellules centrales 

s'allongent et dessinent un axe principal, tandis que les cellules localisées aux extrémités 

restent courtes et forment des blastospores (ou blastoconidies) au niveau des constrictions, 

l'anaérobiose favorisent la production de cette forme (Belin, 1996). 

1.3. Caraéctéristiques physcico-chimiques 

D’après l’incubation des souches levuriennes à 37 °C pendant 48 h (figure 35 et 

tableau 09), nous observons que les tailles des souches levuriennesont changé par rapport à 

leur croissance à 30 °C et ceci peut s'expliquer par le changement de la température.  

pseudomycélium 
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Figure 35 : Observation macroscopique de test de croissance de 37°C 

 

Tableau 09:Résultat de croissance à 37 °C  des 5 souches levuriennes sélectionnées 

 

Souche Croissance à 37 

°C 

Observation 

microscopique X40 

L1  

 

               + 

 

L2  

 

 

               + 
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L3  

 

 

                  + 

 

L4  

 

                 + 

 

L5  

 

               + 

 

Ces dimensions, ainsi que leurs aspects dépendent fréquemment de l'âge des cellules et des 

conditions de culture (Scherr et Weaver, 1953). 

1.4. Caraéctéristiques biotechnologiques 

1.4.1 Résultats de la coloration par noir de Soudan III    

Les colonies pures des levures ont été, ensuite, criblées pour leur capacité de produire des 

lipides par l'analyse qualitative avec la technique de coloration en noir de SoudanIII . Cette 

technique permis de sélectionner les souches lipolytiques , de préciser leur teneur et intensité 

des lipides cellulaires et donc ,de donner des informations sur leur capacité d’accumulation 

lipidique. Les résultats sont montrés dans le tableau 10 (Remram et Mana,2016). 
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Tableau10  :Analyse qualitative des lipides intracellulaires par coloration au noir de Soudan 

III . 

Souche Intensité Observation microscopique X100 

L1 Forte 

 

L2     Moyenne 

 

L3 Moyenne 
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L4 - 

 

 

 

 

L5 

 

 

 

Forte 

 

 Il existe une forte intensité dans les souches : L1, L5. 

 Il existe une moyenne intensité   dans les souches : L2, L3. 

 Aucune intensité observée dans la souche L4. 

- L’intensité des souches de la nouvelle huilerie est moyenne par contre L’intensité des 

souches de les anciennes  huileries est forte et une souche n’a aucun intensité. 

-La mise en évidence de la production supposée de la lipase chez les levures isolées et 

cultivées sur le milieu  POA a été effectuée. Les résultats sont exposés dans le tableau11 ci-

dessous  : 
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Tableau 11:Test de la production de lipase chez les levures isolées  

Souche Figure Zone claire 

L1   

 

Absence 

L2 

 

 

 

 

Absence 

L3   

 

 

Absence 

 

 

 

      L4 

 

 

 

Absence 

 

 

 

      L5 

 

 

 

Absence 
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- Après le test de révélation il a été observé qu’aucune des souches sélectionnées n’ont 

présenté une acitivité lipolytique car il n y a pas de zones claires de couleur jaune, de forme 

annulaire entourant la croissance de la levure. En effet car la présence du rouge de phénol 

indiquerait le virage de coloration vers le jaune qui se traduit par la production d’acides, 

autrement dit par l’activité lipolytique présumé des souches levuriennes et l’hydrolyse des 

triglycérides présents dans le milieu de culture POA. 
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Conclusion 

 

Notre étude a pu répondre aux différents objectifs à atteindre. L'objectif 

principal est l'isolement de levures présumées lipolytiques à partir des grignons 

d'olives. Ces derniers ont été prélevés de plusieurs huileries de la wilaya de 

Skikda au hasard.  

 

Les résultats ont permis l'obtention d'un lot de 5 souches. Elles ont été 

identifés de part leur caractéritiques biologiques, physico-chimiques et 

biotechnologiques. Toutes les souches ont présenté une bonne croissance à une 

température de 37 °C avec un changement de leur forme et taille. Parmi les cinq 

souches, seulement la L4 présentait un pseudomycélium après incubation et 

purification sur milieu PDA.  

 

L’encemensement des souches levuriennes sur milieu POA a révélé 

l’absence d’activité lyopolitique présumé chez toutes les souches.  

 

En perspectives, il serait intéressant d’effectuer un plus grand screening 

des levures isolés des grignons d’olives ainsi que d’autres environnements tel 

que des sols riches en matières grasses.  
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ANNEXE 1   

Instruments 

-Sac stérile 

-Glacière 

-Tube & essais 

-Bécher 

- Boite de Pétri 

-Agitateur 

-Bain marie 

-Erlenmeyer 

-Micro pipette 

-Eprouvette graduée 

-Pipette Pasteur 

-Lame et lamelle 

-Spatule 

-Balance de précision 

--Plaque chauffante 

-Autoclave 

-Microscope optique 

-Bec Bunsen 

-Incubateur 
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ANNEXE 2:                                                                                                            

Composition milieu de culture: 

POA : 

Potato Dextrose Agar (gelose pomme de terre.glucosée, pH5 6) danu 1L d'eau 

distillee (Gumuc.1998) 

Extrait de pomme de terre   …………….(a partir de 200g) 

Glucose…………...20g  

 Agar…………….15g 

-Yeast Nitrogene Base (Wikerham, 1951) 

Milieu de la mise en évidence de lipase POA : 

Phenoloil Agar : 

0.1g/1 rouge de phénole 

10ml/l huile d'olive 

0.1g/l CaCl2 

20g Agar 

Stérilisation dans l'autoclave à 1200 pendant 20min 

Noir de soudonRemitem : 

Noir de soudan ІІІ…………………………1g. 

Éthanol à 70°………………………………100 ml. 

Fuchsine (Guiraud, 1998) 

 

Fuchsine basique …………………………1g 

Phénol……………………………………..5g 

Alcool éthylique a 90°…………………....10ml 

Eau distillée……………………………….1000ml 

 



Résumé  

 

Le but de ce travail est l'étude des caractères culturaux des colonies isolées à partir des 

grignons d'olive. Nous avons effectué des observations macroscopiques et microscopiques 

ainsi que d’autres analyses telles que l’aptitude à la filamentation, le test de croissance à 37 

°C, coloration au noir de Soudan III, et enfin étude de l’activité lipoylitique présumé. Les 

résultats obtenus ont montré qu’il y a effectivement des granules de PHB dans 4 des cinq 

souches isolées. Tandis que le test de révélation de l’activité enzymatique a montré qu’aucune 

des souches n’est présumés lipolytique. 

Mots clés : grignons d'olive, levure, lipolytique, granules PHB. 

 

Abstract 

The aim of this work is to study the cultural characteristics of isolated colonies of olive 

pomace. We performed  macroscopic and microscopic observations as well as other analyzes 

such as the ability to filamentization, growth test at 37 °C, coloration with Noir de Soudan III, 

and lastly the study of the presumed lipolytic activity. The results showed the presence PHB 

granules in 4 of the five isolated strains. While the test of revelation of enzymatic activity 

showed that none of the strains are presumed lipolytic. 

 Key words: olive pomace, yeast, lipolytic, PHB granules. 

   

                  

                                                             ملخص

الهذف مه هذا العمل هى دراست خصبئص المستعمزاث المعزولت مه ثفل الزَتىن.  أجزَىب          

بر الىمى ملاحظبث مجهزَت ومُكزوسكىبُت ببلإضبفت إلً تحلُلاث أخزي مثل القذرة علً الفتُل ، واختب

سلالاث مه الخمُزة.  هذي السلالاث الخمس مه الخمُزة  5درجت مئىَت والذٌ أظهز      وجىد  73عىذ 

"تخضع لتحلُلاث للكشف عه الخمبئز المحللت للذهىن.   فٍ الىاقع ، جمُع السلالاث لُس لهب وشبط تحلل 

 .                                                                               الذهىن

 .كلماث مفتاحيت: ثفل السيتون ، خميرة ، ليباز 


