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INTRODUCTION

ture et le fonctionnement des exploitations
laitieres, ainsi qu'a travers le comportement
des éleveurs face aux difficultés qui entra-
vent la relance de la production laitiere.

Il s'agit donc d'une analyse faite & partir

d'une étude micro-économique effectuée,
d'un échantillon

La promotion de I'élevage bovin a toujours
été au centre des préoccupations des pou-
voirs publics; depuis les années soixante, avec
I'installation des périmétres irrigués, et jus-
qu'a ce jour avec l'initiation en 1995 du pro-
gramme de réhabilitation de la production
laitiere.

A cet effet, des moyens importants ont été
mis en place; néanmoins leur fonctionne-
ment a buté sur des contraintes de différents
types, organisationnels, techniques et socio-
économiques et ce, aux différents niveaux
des sphéres de production, de consomma-
tion, de transformation et de commercialisa-
tion, et a laissé apparaitre des divergences
quant aux moyens utilisés pour répondre aux

par enquéte, aupreés
d'éleveurs bovin laitier en Mitidja.

METHODOLOGIE

L'étude s'appuie sur les résultats de

I'enquéte que nous avons menée (dans le
cadre de préparation de thése de Magister)
auprés d'une trentaine d'exploitations de la
Mitidja, choisies conformément aux classes
objectifs définis. définies dans la typologie des communes

(établies préalablement) et que nous résu-

Dans cet article, nous tenterons d'analyser la
situation de I'élevage bovin laitier au niveau  mons dans les tableaux ci-aprés:

de la sphére de production, a travers la struc-

Tableau I : Particularités des communes.

66 |

Particularités des communes
Cheptel bovin laitier important (V.L).

1 2 Cheptel reproducteur.

Cheptel ovin important.

Importance du cheptel reproducteur.

Importance du cheptel de remplacement.
Importance du cheptel ovin de remplacement.
Prédominance de |'élevage ovin (béliers et brebis).

|
\
" |

Classe Communes

N
uny
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3 2

4 29 Importance du cheptel bovin mixte.
5 9 Importance du cheptel vache laitiére.
6 3 Importance du cheptel taurillon.
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Tableau II : Nombre d‘éleveurs choisis par classe.

Classe Nombre Communes Wilaya
d'éleveurs

1 08 Rouiba Boumerdes
Hamadi

2 04 Kh.El Khechna Boumerdes

3 02 Birtouta Blida
Sidi Rached Tipaza

4 06 Ouled Slama Blida
Beni Mered
Meftah

5 05 O.El Alleug Blida
BeniTamou

6 05 Larbatache Boumerdes
Boudouaou Blida
Ouled Chebel

Pour réaliser la collecte d'informations, nous
avons élaboré un questionnaire qui com-
prend des questions posées dans un ordre
logique, regroupées en trois volets qui sont :
- Le volet social qui regroupe toutes les infor-
mations concernant |'éleveur et sa famille;
-Le volet technique qui comprend :
e la structure de l'exploitation agricole
(superficie fourragére, équipement agri-
cole, etc.);
e la structure des batiments d'élevage, les
effectifs, la conduite du troupeau.
-Le volet économique :
e les ventes et les achats effectués par
I'éleveur;
e la main d‘ceuvre employée.

Quant au site d'étude, il s'agit de la plaine de
la Mitidja qui représente un des bassins lai-
tiers créés en 1964-1965 suite a l'arrachage
du vignoble.

Localisée prés de la capitale, elle est chargée
d'assurer une production laitiére suffisante
pour ses habitants et pour ceux des grandes
agglomérations avoisinantes.

Elle a bénéficié de tous les programmes ins-
crits dans le cadre de la politique laitiére, et a
donc constitué le terrain d'application de
toutes les mesures prises dans le cadre de la
relance de la production laitiére par le déve-
loppement de |I'élevage bovin laitier
moderne.

PRESENTATION DES RESULTATS DE
L'ENQUETE

1- La structure des exploitations laitiéres
en Mitidja:

L'étude menée dans la plaine de la Mitidja
révéle que la vocation productive des unités
de production est liée a leurs structures qui
contribuent fortement a favoriser certains
choix d'orientation.

En effet, I'enquéte menée auprés de I'échan-
tillon d'éleveurs choisi, montre que selon la
structure des exploitations (dimension de
I'exploitation, équipement et effectif bovin
présent), il existe trois orientations produc-
tives dans la plaine de la Mitidja qui est cen-
sée &tre bassin laitier (tous secteurs confon-
dus) et qui sont :
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* |'orientation productive laitiére;

* I'orientation productive mixte ( lait et

viande);

* I'orientation productive viande bovine.

a- Les uniteés productives laitiéres:

Dans cette catégorie il existe des exploita-
tions qui possédent des étendues allant de
30 a 80 ha. Ces exploitations sont équipées en
batiments d'élevage ( étable, hangar), en
matériel de traction et de transport, et dispo-
sent des installations frigorifiques. Elles
possédent un nombre moyen de cheptel vif,
comparé a celui existant dans les exploita-
tions & production viande bovine, mais elles
ont un nombre important de vaches laitiéres:

- 91% de ces exploitations ont entre 40
et 109 tétes bovines et 82% de cet
ensemble d'exploitations ont entre 20
et 50 vaches laitieres;

- 45% de ces exploitations disposent d'un
cheptel reproducteur de génisses (de
plus de 12 mois) d'un nombre assez
important, allant de 15 & 30 tétes
( Tab. ).

b- Les unités productives mixtes (lait et
viande):

La taille des superficies dans ce type d'exploi-
tation varie généralement entre 15 et 25 ha
et de 02 a 08 ha. Dans cette catégorie, les
exploitations recourent a la location des
terres. Elles sont presque toutes équipées en
matériel de traction, tracté, de transport, de
récolte, d'installation frigorifique et en bati-
ments d'élevage (60% ont de 02 a 04
étables), 70% des exploitations appartenant
a cette catégorie ont entre 50 et 156 tétes
bovines dont 60% ont entre 25 et 80 vaches
laitieres, 40% de I'ensemble de ces exploita-
tions possédent un cheptel taurillon de 15 &
100 tétes ainsi que 12 & 22 tétes de veaux
(Tab ).

c- Les unités productives viande bovine:

Dans ces unités, |'activité d'élevage s'effectue

majoritairement en hors sol, puisque PIUS de

la moitié de ces exploitations ne possédent

pas de terre.

Les exploitations restantes sont de dimen-
sions variant entre 01 et 07 ha. Ces terres n.e
sont pas destinées aux fourrages, mais exploi-
tées généralement en arboriculture ou €n
maraichage.

Les exploitations de cette catégorie ne dispo-
sent, dans leurs majorité, que du matériel de
transport et de batiment d'élevage (étable et
hangar). 56% des éleveurs producteurs de
viande disposent d'un important cheptel
bovin dont le nombre varie entre 50 et 355
tétes, les 44% restants ont entre 13 et 30
tétes.

Dans cette frange d'exploitations, il es1_:
relevé un nombre élevé de taurillons qui
oscille entre 45 et 260 tétes (Tab Il1).

Une deuxiéme lecture, réalisée a partir d'une
ACP de ces données, relatives a la structure
des exploitations, a permis d'aboutir a de?
conclusions plus nuancées qui ont montre
I'existence d'une diversité a I'intérieur de
chaque orientation productive (laitiére,
mixte et a viande).

* Typologie structurelle au sein des orienta-
tions productives.
- Dans la catégorie des laitiers; il s'est déga-
gé 3 types:
Type 1: Les laitiers sans superficie agrico-
le et avec équipements agricoles.
Type 2: Les laitiers avec superficie agrico-
le et équipements.
Type 3: Les laitiers sans superficie agrico-
le et sans équipements agricoles.




- Dans la catégorie des producteurs mixtes;

ont émergé deux types:

Type 1: Les producteurs mixtes avec équi-
pements agricoles et sans superfi-

cie agricole.

Type 2: Les producteurs mixtes avec super-
ficie agricole et peu ou pas d'équi-
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pements agricoles.

Tableau N° Il : Données relatives aux paramétres de fonctionnement et aux parameétres.
de structure dans les exploitations.
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Exploitation |21 22 23 24 25 26 27 28 29 30
Paramétre
Effectif bovin (tétes) 20 125 | 170 | 33 85 156 | 50 50 0 24
SAT (ha) 0 15 0 25 2 0 4.5 8 18 2
Nbre VL (tétes ) 25 80 75 14 27 30 15 25 0 12
SAl (ha) 0 15 0 6.5 1.5 0 4.5 8 2 2
Main d'ceuvre (Nbre) 4 3 6 4 6 6 4 4 5 2
Nbre d'étable 4 1 0 1 3 2 2 4 1 2
Nbre hangar 0 1 3 0 1 1 0 4 0] 0
Matériel de traction (Nbre) | 4 1 3 3 3 7 1 1 2 0
Matériel tracté (Nbre) 0 1 0 5 3 8 2 1 1 0
Matériel de récolte (Nbre) 3 1 3 0 2 2 0 0 0] 1
Matériel de transport (Nbre) | 3 2 2 3 4 3 3 1 2 (V]
Chariot trayeur (Nbre) 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0
Frigo.lait.inst.(Nbre) 1 0 1 0 1 2 1 0 0 1
Groupe motopompe (Nbre) | 0 0 1 0 2 1 0 3 1 0

Source : tableaux congus & partir des données de I'enquéte.

e Dans la catégorie des producteurs de

viande; on a identifié 3 types :

Type 1: Les producteurs de viande en hors
sol avec cheptel vif important, sans

équipements agricoles.

Type 2: Les producteurs de viande en hors
sol avec cheptel vif important, et

matériels agricoles.

Type 3: Les producteurs de viande avec

cheptel vif peu important, et avec
superficies agricoles.

2/ Fonctionnement des exploitations lai-

tiéres en Mitidja

L‘fétude du fonctionnement des exploitations
laitieres est réalisee a partir de I'analyse de
leur fonctionnement technique et écono-

mique.

A cet effet, ont été pris en considération les

Parametres suivants:

* La composition du cheptel exprimé par

le rapport UGBVL / UGBB.

* La valorisation des superficies fourra-
géres appréciée par le chargement 4

I'hectare (UGBB / SAF ou UGBVL / SAF).
* La rentabilité de I'exploitation ou la
marge brute est retenue comme expres-

sion générale de la rentabilité.

e Les parameétres de I'élevage.

L'examen des données a permis de faire les
constatations suivantes sur le fonctionne-
ment technique et économique des exploita-
tions appartenant aux trois types d'orienta-
tions productives.

Le fonctionnement technique et écono-
mique des exploitations laitiéres.

Ces exploitations enregistrent un rapport
élevé d'UGBVL / UGBB, allant de 66,1% a
92,5% et un chargement de surfaces agri-
coles relativement faible variant entre 0,8 et
6,8 UGBVL/ ha SAF.

Ce qui confirme leur “spécialisation” dans la
production laitiére (Tab. IV).

Dans ces exploitations les vaches sont réfor-
mées & un age avancé, d'ou l'importance du
nombre de vélages par vache réformée.

La réforme a un age tardif est dle essentiel-
lement & la disponibilité des superficies four-
rageres.

Elles ont la marge brute la plus faible, com-
parée a celle des autres orientations produc-
tives.




Le fonctionnement technique et écono-
mique des exploitations @ production
mixte,

Dans cette catégorie 70% des exploitations
enquétées ont un rapport UGBVL/UGBB plus
ou moins élevé, allant de 53,3% a 93,6% et
un chargement des surfaces fourragéres
UGBVL/ ha SAF variant de 1,9 a 8,6, ce qui
s'explique par I'existence d'un élevage com-
plémentaire d'animaux d'engraissement
(Tab. V).
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Dans ces exploitations, il est noté une réfor-
me des vaches tardive, un nombre important
de vélages par vache réformée, des taux
d'avortement et de mortalité assez impor-
tants, de méme que des charges importantes
dles aux achats d'aliments.

Dans ces exploitations, la production laitiere
constitue une part importante de la marge
brute.

Tableau N° 1V : La composition du cheptel bovin dans les exploitations enquétées en

Mitidja.

Exploitation| 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Composition
Nbr de vaches présentes 45 22 30 20 3 26 30 50 34 10
Nbr d'UGB vaches laitieres | 40.5 | 19.8 | 27 18 27 23427 45 30619
( UGBVL)
Nbr UGB bovin (UGBB) 60.9 | 24.8 | 33.9 ]| 42 5.8 |28.6 |32 67.9 1389 | 13.6
UGBVL/UGBB (%) 66.5|79.8]|79.6|42.8|46.5|81.8 |84.3|66.2|78.6|66.1
SAT (ha) 0 5 (0] 1 25 |34 0 80 69 2
SAI (ha) . 0 5 0 1 25 |7 0 0 10 2
Chargement des SAT : * 496 | * 42 23 084 |* 0.84 | 0.56 | 6.8
UGBB/SAT (ha) -
Chargement des SAl : *% 496 | ** 42 2.3 [4.08 | ** ** 3.89 | 6.8
UGBB/SAF (ha)
UGBVL/SAF (ha) *% 3.96 | ** 18 2.7 |3.34 | ** *% 3.06 |45
SAI /SAF (%) ** 100 | ** 100 {100 | 205|0 0 14.4 | 100

Exploitation| 11 12 13
Composition

14 15 16 17 18 19 |20

o

Nbr de vaches présentes |50 3

Nbr d'UGB vaches laitiéres 45 27 |0

( UGBVL)

Nbr UGB bovin (UGBB) 486 14791655 |10.6 | 15 39577 |246 |16 152.5
UGBVL/UGBB (%) 925|56 |0 33910 0 46.7 |36 |0 2.9
SAT (ha) 2 0 0 7 2 1 ] 0 2 0

SAl (ha) 2 0] 0 7 2 1 0 0 2 o]
Chargement des SAT : 243 | * * 151175 |395|~* * 8 *
UGBB/SAT (ha)

Chargement des SAI : 24.3 | ** *x 1.51 |75 | 395 | ** *x 8 o
UGBB/SAF (ha)

UGBVL/SAF (ha) 22,5 | ** 0 051 |0 0 ** ** 0 *x

SAI /SAF (%) 100 | O 0

100 | 100 100 | O 0 100 | O

Revue semestrielle, n°9 Décembre 2001 |
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Tableau IV (suite)

~
N

Exploitation|21 [22 |23 [24 |25 |26 |27 28 29 30
Composition
Nbr de vaches présentes ~ 25 |80 |75 14 27 30 15 25 0 12
Nbr d'UGB vaches laitieres |22.5]|72 |67.5]|12.6 |24.3 | 27 13.5]1225 |0 10.8
( UGBVL)
Nbr UGB Bovins (UGBB) 48 |76.9]104.222.4|70.2]|50.6|27.6| 39 0 17.3
UGBVL/UGBB (%) 46.8 |93.6 | 64.7 | 56.2 | 34.6 | 53.3 | 48.9 | 57.6 62.4
SAT (ha) 0 15 |0 25 |2 0 45 |8 18 2
SAl (ha) 0 15 |0 65 |15 |0 45 |8 2 2
Chargement des SAT : * 512 | * 0.89135.1]|* 6.13 1487 |0 8.65
UGBB/SAT (ha)
Chargement des SAl : ** 5.12 | ** 3.44 | 46.8 | ** 6.13 1487 |0 8.65
UGBB/SAF (ha)
UGBVL/SAF (ha) ** 114,0q ** 1.93|16.2 | ** 3 28110 5.4
SAI /SAF (%) ** 1100 |0 26 |75 0 100 | 100 | 25 100

Revue semestrieile, n’9 Décembre 2001

Source : Tableau congu & partir des données de I'enquéte .

* : Pas de superficie agricole totale.
** : Pas de superficie agricole fourragére.

Le fonctionnement technique et écono-
mique des exploitations a production de
viande.

Elles représentent 33% de I'ensemble de
I'échantilion, et elles disposent de I'effectif
bovin le plus important (en nombre)
(Tab. IV).

Elles enregistrent le taux de réforme le plus
élevé, ce qui explique les importantes ventes
de bovins, ainsi que I'importante marge par
téte et par an.

3/ Comportement des éleveurs face aux
difficultés de I'environnement.

Les éleveurs, appartenant aux différentes
orientations productives, concoivent des stra-
tégies et adoptent des comportements pour
parer au risque de “faillite", et ce selon leurs
statuts. C'est ainsi que:

* Au sein de la catégorie orientation produc-
tive lait, il s'est dégagé trois types de produc-
teurs dont la majorité sont agés parmi les-
quels un seul type est qualifié de laitier. Ce
dernier dispose de terre, d'un nombre impor-
tant de vaches laitiéres et est bien équipé en

matériel agricole. Les éleveurs de ce type
maintiennent le métier de laitier parce qu'il
ont beaucoup investi dans la profession,
depuis le plein emploi, le travail du sol, la
construction des batiments d'élevage, le
savoir-faire, |'apprentissage des techniques
d'élevage, les relations nouées avec la profes-
sion, les marchés et les structures d'encadre-
ment.

Les deux autres types, qui entrent dans cette
catégorie et qui sont supposés étre laitiers,
ne disposent pas de moyens adéquats a la
production laitiére. Ce sont des éleveurs qui,
pour faire face d'une part aux difficultés de
I'environnement  socio-économique et
d'autre part aux aléas du climat, exercent
d'autres activités (et vont jusqu'a la vente des
vaches laitiéres pour |'abattage) pour assurer
un revenu leur permettant de maintenir la
survie de leurs exploitations ou la reproduc-
tion de leurs systémes. La présence de berge-
rie, de serres, de poulaillers, dans quelques
unes de ces exploitations, appartenant a
cette orientation productive, en est la
preuve.




De ce fait, le comportement de ces éleveurs
ne se différencie pas de celui constaté chez
les éleveurs de la catégorie orientation
productive mixte.

e Les éleveurs, se trouvant sur les exploita-
tions & production de viande et de lait sont,
pour la majorité, des reconvertis qui succe-
dent & leurs péres décédés. Instruits, ces éle-
veurs, dont le pére était, pour la plupart lai-
tier, deviennent des éleveurs mixtes et prati-
quent d'autres activités tel que I'élevage
ovin, I'aviculture et le maraichage.

Ces éleveurs adoptent ce comportement
pour sécuriser leurs exploitations.

e Les éleveurs des exploitations a production
de viande, sont des vieux qui ont, pour la plu-
part d'entre eux, reconstitué leurs propres
exploitations aprés avoir travaillé dans
d'autres exploitations appartenant a d'autres
éleveurs (particulierement chez les colons)
comme laitiers ou nourrisseurs.

Ces éleveurs ont opté pour la production de
viande parce gu'elle reste une activité qui
n'exige pas beaucoup de capitaux et dont la
rentabilité est certaine; les charges de pro-
duction sont moindres et le gain net par kilo-
gramme de carcasse est élevé.

Le taux de profit s'explique également par le
prix attractif du kilogramme de viande a
I'abattage, qui est lié & un marché de la vian-
de totalement libre.

CONCLUSION

Cette étude micro-économique, meneée
auprés d'une trentaine d'exploitations
situées en Mitidja, a montré que:

e Au niveau de la structure des exploitations,
il n'existe pas de corrélation entre les moyens
mis en place et la vocation des exploitations.
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En effet, la typologie élaborée selon |eg do
nées structurelles a démontre que dans ’l]-
catégorie des producteurs, supposés laitier:
il existe des types qui ne possedent pas d '
terres ( donc pas de superficie fourragére) ei
ne disposent pas d'équipements agricoles
comme il existe dans cette méme catégorie':
de laitiers des types qui n'ont pas de terres
mais qui sont dotés d'équipements agricoles
La méme constatation est relevée chey Ie;
producteurs mixtes et ceux du type produc-
tion de viande.

¢ Au niveau du mode de fonctionnement des
quelques exploitations enquétées, |es para-
métres déterminants dans la formation de |3
rentabilité sont liés a la conformation et au
capital cheptel vif.

Autrement dit, le maintien de la pratique
d'élevage bovin (dans les quelques exploita-
tions enquétées) reste trés lié au nombre
important de tétes de bovins présent dans
I'exploitation et qui constitue I'essentiel de
son capital.

Ces résultats, permettent d'affirmer que les
éleveurs, appartenant aux différentes orien-
tations productives, congoivent des stratégies
et adoptent des comportements pour parer
au risque de “faillite”, et ce, selon leurs
statuts.

La diversité des types, qui s'est dégagée dans
chacune de ces catégories mises en évidence
sur un échantillon réduit, permet de
conclure que l'activité élevage bovin en
Mitidja constitue, pour certains éleveurs, une
opportunité (les éleveurs producteurs de
viande) et pour d'autres, une activité a risque
(les éleveurs laitiers et mixtes ) a laquelle ils
ont associé d'autres activités.
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INTRODUCTION

Les enzymes amylolytiques dégradent de
maniére spécifique I'amidon, ses composants,
I'amylose et I'amylopectine et ses produits de
dégradation (oligosides et dextrine limite).
Ces hydrolases interviennent dans les proces-
sus de digestion de I'amidon chez I'homme et
les animaux. Elles participent dans les phéno-
menes de maturation, de germination et de
transformations technologiques des plantes
(en panification, brasserie etc...). Plusieurs
d’entre elles sont utilisées dans I'industrie ali-
mentaire, pharmaceutiques et textiles. Les
plus importantes de ces enzymes sont ‘o~
amylase, B-amylase, glucoamylase (I'amylo-
glucosidase), isoamylase et pullulanase.
Pendant longtemps, les chercheurs ont pensé
qu'il n'existait pas ou peu de souches de
levures capables de dégrader I'amidon.
Actuellement, les levures amylolytiques sont
considérées comme des micro-organismes
industriels particulierement intéressants.
Malheureusement, les travaux effectués jus-
qu’a ce jour ne sont pas complets du fait que
principalement seules des études de mise en
évidence ont été réalisées. Quelques amy-
lases de levures n’ont été purifiées et carac-
térisées. Nous nous sommes alors intéressés
aux levures amylolytiques afin d'apporter
notre contribution.

MATERIEL ET METHODES

1- Isolement et sélection des levures
amylolytiques

Des levures ont été isolées a partir de
tranches de pomme de terre. Les colonies de
levures une fois isolées sont ensuite conser-
vées sur milieu " Yeast-Malt-Peptone-Starch *
dont la composition est la suivante : extrait
de levure 3 g, extrait de malt 3 g, peptone
chapoteaut 5 g, amidon soluble 10 g , agar
20 g. Le pH est ajusté a 5,5.

L'aptitude des levures isolées <‘::1 assimiler
I'amidon est testée par la méthode de
Sandhu et Coll. (1982).

2- Identification des levures amyloly-
tiques sélectionnées .
L'identification des levures sélectionnées
repose sur l'association des méthodes clas-
siques de Lodder (1971) et de la méthode
rapide de I’Auxacolor.

3- Conditions de cultures des levures
sélectionnées

Le milieu de production d’amylase utilisé est:
I'extrait de levure 0,5 % - Amidon soluble
0,4 % - Sodium diphosphate et l’acide tar-
trique a2 0,1 M (pH 5,5).

L'effet du glucose et du maltose sur la crois-
sance et I'activité amylasique sont étudiés en
utilisant le milieu précédent, sauf que, I'ami-
don est remplacé par un des deux sucres.

Un inoculum prélevé a partir du milieu de
conservation des levures est ensemencé dans
une fiole Erlenmeyer de 250 ml remplie au
dixiéme de son volume par le milieu de pro-
duction. Cette préculture est mise a incuber &

28°C sous agitation jusqu’a atteindre la phase

exponentielle (16 & 20 heures).

La préculture ainsi préparée (1 ml) est ense-

mencée dans des fioles Erlenmeyer d’un litre

remplies au dixiéme de leur volume par le

milieu de production. Les cultures sont mises

ensuite & agiter a 28°C jusqu’a atteindre la

phase stationnaire (32 & 36 heures).

4- Préparation des extraits enzyma-
tiques

Une fois les fermentations terminées, les cul-
tures sont soumises a une centrifugation de
6000 tours/minutes pendant 10 minutes dans
des conditions réfrigérées (4°C). Le surna-
geant contenant I'enzyme extracellulaire est
récupéré et utilisé comme extrait enzyma-
tique brut. Le culot obtenu est garde pour le
dosage de la matiére séche.




5- Méthodes analytiques
a- Mesure de la croissance
La croissance des levures est évaluée par deux
méthodes, la turbidimétrie et la méthode du
dosage de la matiére séche (Guiraud et Galzy,
1980).
b- Mesure de I’'amidon résiduel
Lamidon résiduel est déterminé par la
méthode a l'iode préconisée par Smith et Roe
(1949).
¢- Dosage des activités amylasiques:
- Dosage de I’c-amylase
L'activité de I'a—amylase est étudiée selon la
méthode de Smith et Roe (1949). Cette
méthode consiste a suivre la décoloration de
I'lode au cours de I'hydrolyse de I'amidon.
- Dosage de la glucoamylase
Le glucose libéré par I'action de la glucoamy-
lase est déterminé selon la méthode rappor-
tée par Wilson et Ingledew (1982).
- Dosage de la p-amylase
L'activité de la p-amylase est étudiée selon la
méthode de Bernfeld (1955) rapportée par
sandhu et Coll. (1987). Cette méthode est
basée sur la mesure de l'augmentation du
pouvoir réducteur (maltose) dans la solution
d’amidon soluble.
d- Dosage des protéines totales
Les protéines sont dosées selon la méthode
de Lowry (1951) en utilisant la BSA comme
protéine de référence.

6- Purification de I’lamylase

La purification de I'amylase est effectuée a
partir I'extrait enzymatique brut de la souche
Candida tropicalis Ct1.

Les protéines du surnageant de la culture
Candida tropicalis (658,8 mg) sont précipitées
au sulfate d’ammonium solide & 40 %. Aprés
centrifugation (11 000 tours/minutes pen-
dant 30 minutes dans des conditions réfrigé-
rées), le surnageant obtenu est reprécipité au
sulfate d’ammonium solide 4 80 %. Le préci-
pité obtenu aprés centrifugation est dissout

Recherehe Agronomique

dans un volume minimum de tampon d'acé-
tate d’'ammonium & 50 mM (pH 5,5).

La fraction recueillie aprés la précipitation au
sulfate d’ammonium (225 mg) est mise 3 dia-
lyser contre un tampon acétate d'ammonium
50 mM (pH 5,5), pendant 36 heures  4°C et
sous agitation.

Le dialysat (204,31 mg) est ensuite soumis 3
une chromatographie échangeuse d‘ions sur
DEAE-Sephadex A-50 (colonne Pharmacia: 55
x 2,6 cm). Il est élué avec un gradient Nacl
0-0,5 M préparé dans le tampon acétate
d’ammonium & 50 mM (pH 5,5). Le débit
d’élution est maintenu constant a 24
ml/heure a 4°C.

Les fractions révélant une activité amylasique
sont concentrées sur Sephadex G-25.

Les protéines obtenues aprés concentration
sur Sephadex G-25 (12,56 mg) sont soumises a
une chromtographie de filtration sur
Sephadex G-100 (colonne Pharmacia : 55 x 2,6
cm). Elles sont éluées & un débit de 12
mi/heure avec le tampon acétate d’ammo-
pium a 50 mM (pH 5,5).

Les fractions révélant une activité amylasique
sont poolées et lyophilisées.

7- Détermination des propriétés physico-
chimiques de I'c-amylase purifiée
a- Influence du pH sur I’activité de
amylase

L'activité de I'a—amylase (5 pg) est mesurée
en faisant varier le pH du tampon entre pH 2
et pH 10 selon la méthode standard de Smith
et Roe (1949).

b- Détermination du pH de stabilité de
I'c-amylase

L'a—amylase purifiée (5 pg) est conservée a
30°C pendant 24 heures dans différent tam-
pon a 0,05 M au pH variant de pH 2 a pH 10.
L'activité résiduelle de |'a—amylase est
ensuite mesurée selon la méthode standard
de Smith et Roe (1949).

o
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Tableau I : Détermination de la croissance, I'amidon
résiduel et I'activité a-amylasique des quatre levures sur milieu * Extrait de levure - ami-
don soluble - tampon sodium diphosphate et I'acide tartrique " 4 0,1 M pH 5,5.

Taux de Densité pH Matiere Activité a—| Amidon Taux
croissance |optique final séche g/l amylasique | résiduel g/l | d‘amidon
h finale u/mi consommé%

Candida 0,231 1,74 5.7 1,844 36,9 0,318 92,05

tropicalis

ct1

Candida tropicalis |0,163 1,45 6 1,636 10,33 1,05 73,75

Ct2

Candida tropicalis |0,206 1,56 5.8 1,736 34,95 0,376 90,6

Ct3

Candida guillier- |0,173 1,48 6 1,632 12,6 1,182 70,45

mondii Cg

3- Etude de I'influence des sucres sur la
croissance et I'activité amylasique extra-
cellulaire :

Les taux de croissance chez les souches de
levures Candida tropicalis (Ct1, Ct2 et Ct3) et
Candida guilliermondii Cg sont trés voisins
pour les sources de carbone provenant soit
du glucose ou soit du maltose. Quand il s'agit
de I'amidon comme source de carbone, le
taux de croissance et de biomasse est tou-
jours plus faible (tableau II).

D’aprés ces résultats, il est constaté gu’en
présence de glucose, I'activité o-amylase
extracellulaire chez les souches Ct1, Ct2, Ct3
et Cg est quasiment nulle. Cependant, lors de
la croissance de ces souches sur maltose, la
biosynthése de I'enzyme représente plus de
70 % du maximum obtenu aprés culture sur
amidon soluble (tableau I1).

4- Purification de I'c-amylase extracellu-
laire de la souche Candida tropicalis Ct1:
La souche Candida tropicalis Ct1 sélectionnée
parmi les quatre souches est la meilleure pro-
ductrice d'activité a-amylasique dans nos
conditions choisies. C'est pourquoi nous
avons procédé a I'isolement et la purification
de cette enzyme.

La précipitation au sulfate d’ammonium
(40 % puis 80 %) du surnageant de la culture
Candida tropicalis Ct1 a permis d’éliminer
une partie des protéines contaminantes,
d’obtenir une activité de 76,55 % par rapport
3 l'activité initiale et de multiplier par un fac-
teur 2,24 l'activité spécifique de [I'extrait
(tableau I1I).

Le profil chromatographique sur DEAE-
Sephadex A-50 de |'extrait brut précipité au
sulfate d‘ammonium révéle trois pics d'ab-
sorption bien distincts les uns des autres. Le
test d’'activité a—amylasique des différentes
fractions montre que cette derniére se
retrouve dans le pic 2 (figure 2).

La chromatographie sur Sephadex G-100 de
la fraction a—amylasique concentrée révéle
deux pics d’absorption. Le test d’activité
a-amylasique pratiquée sur les deux frac-
tions ont montré que seul le premier pic
d‘élution contenait I'a—amylase (figure 3).
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Tableau II : Détermination de la croissance et I'activité a—amylasique des souches de levure sur différentes sources carbonnées.
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Amidon soluble Glucose Maltose
Souches m DO pH M.S [Activité[p DO pH M.S |Activité|u DO pH M.S [Activité
h" finale [final |g/l u/ml h" finale |[final |g/l uml |k finale |final |g/l w/ml
Candida tropicalis Ct1{0,231 |1,74 57 1,844 |36,9 0,394 |2,04 5,8 1,995 (0 0,377 |1,937 |58 1,923 |27,52
Candida tropicalis Ct2]|0,163 |1,45 6 1,636 |10,33 [0,22 1,785 |6 1,849 |0 0,21 1,537 |6 1,786 7,85
Candida tropicalis Ct3]0,206 1,56 58 1,736 134,95 [0,306 [1,965 |[5.8 1,955 |0 0,246 [1,868 |59 1,852 25,16
Candida mm:..__._.m:_c:Qm 0,173 148 6 16321126 0,246 1,823 16,1 1,835 10 ;2131733761 1,756 1946
9

p : taux de croissance, DO : densité optique, M.S : matiére séche.
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Une purification élevée des extraits enzyma-
tigues permettant d'obtenir des préparations
riches en enzymes amylasiques et sans perte
d’activité est trés difficile, car la labilité des
enzymes, leur faible concentration et la pré-
sence de multiples substances contaminantes
ou dénaturantes constituent des inconvé-
nients majeurs.

Le profil électrophorétique en gel de poly-
acrylamide SDS-PAGE et la forme du pic issu
de la chromatographie filtration sur
Sephadex G-100 montrent que |'e—amylase
obtenue a partir de la souche Candida tropi-
calis Ct1 est homogéne. Cependant, il est
important de signaler, qu'il existe de nom-
breux exemple de proteines homogénes dans
un test et hétérogene dans un autre.
L'électrophorése a permis également d’esti-
mer la masse moléculaire de l'enzyme a

67 000 + 500 Da. De Mot (1990) a rapporte
amylases des levures ont des

pour les o-
s entre 38 000

masses moléculaires comprise

et 80 000 Da.
La diminution d’activité de I"o-amylase due

aux variations de pH voisin du pH optimal est
due probablement a une modification de
I'ionisation du substrat et/ou a la modifica-
tion de l'ionisation de I'enzyme. Ceci a pour
conséquence de modifier I'affinité de I'enzy-
me pour son substrat. Par contre, la perte
d’activité totale de I'c—amylase dans les pH
extrémes correspond a une dénaturation et

une ionisation irréversible de I'enzyme.

Les valeurs optimales de pH pour la plupart
des a—amylases de levures sont de I'ordre de
3,5 a 6,3. Moulin (1977) a déterminé un pH
optimum de 4 pour un extrait enzymatique
brut de Candida tropicalis, alors qu'Azoulay
et Coll (1980) ont noté un pH optimum de
56. Le pH optimal d'une enzyme donnée
n'est pas une constante physique rigide et
fixe. Il est susceptible de varier avec son ori-
gine, avec le substrat et sa concentration, la
durée de la réaction et la présence de sub-
stance associée.

La diminution d‘activité de I'o—amy|ase
constatée aux températures supérieures 3
I'optimales est due & ['inactivation de I'enzy.-
me par dénaturation. D'apreés Pelmont
(1993), au-dela de la température optimale, j
y'a rupture des liaisons non covalentes, degg.
grégation des structures secondaires et ter-
tiaires. Ce phénomene est irréversible oy par-
tiellement reversible si la dénaturation s'af.
fectue dans des conditions particuliérement
douces.

La température optimale d’activite de
a—amylases des levures est généraIEmEni
sitL{ée entre 40 et 50°C. Néanmoins, deg actj
vités a-amylases ayant une températu )
optimale supérieure 4 60-70°C sont sécrétére
par Candida antartica (De Mot, 199085
Lipomyces starkeyi (Kelly et Coll,, 1985) &
Saccharomycopsis fibuligera (De Mo ot

Verachtert, 1985), toet

CONCLUSION

L'ét.ude que nous avons entreprise montre
qu'il ser.ait possible d'utiliser ces souches
amylolytiques directement sur amidon, par
exemple sur les dé i
d’unepusine de traics?s:;ziloe: ;Z)USO:OGUIE
me de
terre.
Ces applicatio - i
leur pllaepin effe?qu: dpa);esnlciarogésu?eanmoms
- re ot cer-
tains aspects de la production des amylases et
la caractérisation biochimique de ces levures
seront parfaitement maitrisés.
Il serait intéressant d'envisager la possibilité
d'utiliser I'o-amylase de Candida tropicalis
Ct1 sous forme immobilisée ou bien utiliser
les cellules entiéres (levures) comme biocata-
lyseurs. Ceci permettrait d'éviter les etapes
d'extraction, purification et fixation de

I'enzyme.
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