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Résumé

Saccharomyces cerevisiae est un microorganisme d'une grande importance en science et
dans l'alimentation. Actuellement, divers substrats sont utilisés pour la production de cet

organisme microscopique.

Notre étude est axee sur la production de cette levure a partir de milieux naturels tels que les
jus de dattes rejetées ou le mairs. Nous avons suivi la croissance de cette levure sur ces milieux
en utilisant la cellule de Malassez. Les résultats obtenus ont montré que I'environnement naturel
du mais est favorisé par rapport au milieu des dattes. En effet, la croissance de Saccharomyces
cerevisiae sur ce milieu a atteint un temps de génération G=2,13h et un taux de croissance
u=0,46h1, En revanche, les valeurs de ces paramétres de croissance obtenues avec les variétés
de dattes utilisées sont moins importantes et se présentent comme suit :

(Degla beida, G=4,89h ; pu=0,20h"), (Hamraya, G=4,94h ; u=0,20h"?), (Azerza, G=5,79h ;
u=0,17h"1) et (Ghars, G=5,94h ; u=0,16h").

Mots-clés : Saccharomyces cerevisiae, jus de dattes, jus de mais, culture.



Abstract

Saccharomyces cerevisiae is a microorganism of great importance in science and in food.

Currently, various substrates are used for the production of this microscopic organism.

Our study focuses on the production of this yeast from natural media such as discarded date
juice or corn. We followed the growth of this yeast on these media using the Malassez cell. The
results obtained showed that the natural environment of corn is favored compared to the
environment of dates. Indeed, the growth of Saccharomyces cerevisiae on this medium reached
a generation time G=2.13h and a growth rate u=0.46h. On the other hand, the values of these
growth parameters obtained with the varieties of dates used are less important and are as
follows:

(Degla beida, G=4.89h; u=0.20h?), (Hamraya, G=4.94h; u=0.20n"), (Azerza, G=5.79h; p=0,
17h) and (Ghars, G=5.94h; p=0.16h").

Keywords: saccharomyces cerevisiae, date juice, corn juice, yeast
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Introduction

Le pain est I'aliment de base de nombreuses sociétés. Il apporte le tiers des calories
dont I’homme a besoin, sa préparation met en ceuvre des actions mécaniques, fermentaires et
thermiques dans un ordre bien précis (Benlemmane, 2012). La consommation de pain a
nettement augmenté en Algérie, précisant que, d’aprés les statistiques du FAO (Food and
Agriculture Organization of the united nations), en collaboration avec la Fédération mondiale
des boulangers, les Algériens consomment 48 600 000 pains chaque jour, occupant de ce fait,
le premier rang des consommateurs de pain dans le monde. Ils optent pour le pain blanc plut6t
que pour du pain a grains entiers (Fedala et al., 2015).

La levure de boulanger, telle que la levure Saccharomyces cerevisiae, est I’agent levant
typique utilisé dans la fabrication du pain. C’est un organisme unicellulaire qui se multiplie par
bourgeonnement. La levure est commercialisée soit sous forme fraiche et comprimée, soit sous
forme séche. En boulangerie, les levures sont incorporées a des doses de 1’ordre de 2% du poids
(pour une levure fraiche) de la farine. La fermentation se déroule en condition anaérobique ; les
cellules de levures consomment le glucose libéré par I’amidon et produisent du gaz carbonique
et de 1’éthanol, qui provoquent 1’expansion de la pate au cours de la fermentation et du début
de la cuisson. Lors de la cuisson, les levures continuent a fermenter jusqu’a leur inactivation
thermique (Feillet, 2000). L'activité de la levure de boulangerie est essentielle non seulement
pour l'action levant de la pate par la production de CO2, mais également pour la production
d’une vaste gamme de composés aromatiques identifiés dans le pain (Birch, 2013).

L'Algérie importe la levure "Saccharomyces cervisiae™ pour répondre aux besoins
croissants de la population en pain (Boughnou, 1988). La ou les boulangers en souffraient a
cause de ses prix élevés sur les marchés, nous avons donc essayé de chercher une maniere moins
couteuse pour la production de cette levure en exploitant des dattes a faible valeur marchande,
car elles contiennent tous les nutriments nécessaires a sa croissance.

La palmeraie algérienne est une pierre angulaire de I'écosystéme oasien en raison de son
importance pour la production, Malheureusement, la croissance du taux de production global
des palmiers dattiers est souvent limitée par les importantes pertes de fruits qui se produisent
pendant les processus de récolte, de stockage, de commercialisation et de transformation
(Mouffok, 2018). Il s'agit de déchets générés par l'industrie du conditionnement des palmiers
et des dattes. Ce sont des dattes de cession et des dattes souches difficiles a écouler sur le
marché. Selon les statistiques du Ministére de I'Agriculture, la production nationale a en effet
atteint 387 313 tonnes en 1998, dont 116 000 tonnes de déchets valorisables et transformables
(Bessah et Touzi, 2001).




Introduction

Le travail que nous avons entamé répondait aux demandes de certains propriétaires des
boulangeries de la région qui se plaignaient du cout élevé de la levure de panification
Saccharomyces cerevisiae sur le marché. Notre objectif est de trouver une solution pour
produire cette levure avec des méthodes moins couteuses. Il porte sur la possibilité de cultiver
la levure Saccharomyces cerevisiae sur des jus de dattes a moindre valeur marchande en vue

de leur utilisation comme source de production de cette levure.
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I. Généralités sur Saccharomyces cerevisiae :

La levure est indispensable pour faire de la biere et du pain depuis 13 000-14 000 av.
J.-C (liu et al., 2018; Arranz-Otaegui et al., 2018 ). Au 19éme siecle, Louis Pasteur a été le
premier scientifique a prouver sans compromis et avec autorité qu'un "germe" vivant spécifique
et défini était a I'origine de la fermentation du modt de raisin. Il a démontré le réle vital de la
levure dans le processus de fermentation. L3, il joue un réle dans la conversion des sucres des
céréales en éthanol et en CO2 (Maicas, 2020).

En 1883, Emil Christian Hansen isole la premiere souche de Saccharomyces
pastorianus, cette levure responsable du brassage de la biére a la brasserie Carlsberg (Glamann
et Glamann, 2009). Peu de temps apres, Saccharomyces cerevisiae a également été isolée et
est rapidement devenue la levure la plus utilisée dans la production de biere ainsi qu'un modéle
majeur pour la génétique et la biologie cellulaire (Vanderwaeren et al., 2022)

1. Définition :

Du mot saccharose signifiant sucre, myces signifiant champignon, et cerevisiae
signifiant "cervoise ", nom autrefois utilisé pour la biére.

Ainsi, ¢’est un terme utilisé pour désigner les petits champignons microscopiques qui
composent les différentes espéces de levures utilisées pour la fermentation (Larpent et
Larpent-Gourgaud, 1985). Les levures sont des eucaryotes hétérotrophes appartenant au
groupe des champignons, caractérisés par un caractére unicellulaire et I'absence d'un véritable
mycélium (au moins pour la plupart des cycles biologiques) (Guiraud, 1998). Cependant, ses
propriétés microbiennes lui permettent de se développer en tant que procaryote. En raison de
son petit génome, de son temps de doublement relativement court et de son analyse génétique,
S. cerevisiae a été utilisé comme outil de recherche dans de nombreuses avancées en biologie
moléculaire. L'organisme a également d'importantes utilisations industrielles dans la biére, le
pain, le vin et la production de peptides et de protéines recombinants (Becker et al., 1996).

2. Morphologie :

Les levures sont des champignons unicellulaires de forme ovoide ou allongée (Noui,
2001) de taille variable (3-10um, 4-14pum). Certaines cellules sont cylindriques et de grande
taille (jusqu’a 20um de long ou plus) (Goffeau et al., 1996), Il ressemble aux caractéristiques
ultrastructurales des cellules eucaryotes ultrasupérieures. (paroi cellulaire, noyau,
mitochondries, réticulum endoplasmique (RE), appareil de Golgi, vacuoles, micro-organismes,
vésicules de sécrétion, réseaux complexes de membranes extracellulaires et intracellulaires)
(Noui, 2001)(Fig. 1).
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Figure 1: Morphologie de Saccharomyces cerevisiae (Walker et Stewart, 2016)

3. Taxonomie :
La classification de la levure S.cerevisiae selon Bacha (2008) est la suivante :

Régne Champignons

Classe Ascomycetes

Sous Classe Hémi-ascomycetes

Ordre Endomycétales

Famille Saccharomycetaceae

Sous famille : Saccharomycetoideae
Genre Saccharomyces

Espéce Saccharomyces cerevisiae.

4. Métabolisme :
Saccharomyces cerevisiae utilise le glucose comme principale source d'énergie. Sa

dégradation se produit par glycolyse, conduisant a la formation de pyruvate et a la libération
d'ATP et de NADH. Les enzymes les plus importantes sont la phosphofructokinase et la
pyruvate kinase. Le pyruvate est au cceur du métabolisme commun des levures
(Lei et al., 2001).

4.1. Milieu aérobie :

Lorsque la levure est en présence dair, elle bourgeonne et se multiplie grace au
métabolisme oxydatif. Ce métabolisme est I'un des processus métaboliques les plus
énergétiques avec des rendements cellulaires trés élevés (Sanchez, 2008) .

Le métabolisme oxydatif (respiratoire) du glucose se produit par les voies de la
glycolyse (Fig. 2A), du cycle de Krebs (Fig. 2B) et de la phosphorylation oxydative, entrainant
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I'oxydation compléte des molécules de sucre en eau et en dioxyde de carbone (Van Uden et
Fell, 1968). Elle extrait ainsi 40% de I'énergie contenue dans ce métabolite Grace a cette
énergie, elle réalisera ses travaux cellulaires. Selon plusieurs auteurs tels que (Scriban, 1988;
Guinet et Godon, 1994; Heslot et Vladescu, 1994; fennessy, 1997 ;Guiraud, 1998) la

réaction a été la suivante :

Glucose + Oxygéne » Gaz carbonique + Eau+ Energie
A B
Glucose
ATP
ADP
Glucose-6-P
Fructose-6-P From Glycolysis
Phosphoifructokinase _IE i
Sphofruciokings ADP
Pyruvate —» Acelyl-CoA
Fructose-1,6-bisphosphate cos 1
Oxaloacetate
Glyceraldehyde-3-P+ NADH
dihydroxyacetone-P NAD* Cllrate
NAD* (2) <L-p, v
NADH+H* ‘2,‘ Malate ISOCIlrate
To Krebs Cycle 1,3-Bisphosphoglycerale (2) f NQ%H
1 ADP (2) Fumarate % i
ATP (2) a-Kelo-glutarate
Pyruvate (2
d (@) 3-Phosphoglycerate (2) FADH; CoA~-NAD*
ATP () co; NADH
ADP (2) FAD
Phosphoenolpyruvate (2) 2-Phosphoglycerale (2) Succinate Succinyl-CoA
'S J I GDP + P,
GTP
H20(2)

Figure 2: Schéma de la glycolyse (A) et du cycle de Krebs (B) (Fritsche, 1972)

Ainsi, plus de 13 fois plus d'ATP est formé a partir du métabolisme anaérobie
(Vladescu, 1994; fennessy, 1997). De nombreuses enzymes mitochondriales sont impliquées
dans la respiration. A son tour, le pyruvate est converti en acétyl coenzyme A en présence
d'oxygéne et peut entrer dans le cycle d'hydrolyse des acides carboxyliques (cycle de Krebs)
(Guinet et Godon, 1994).

4.2. Milieu anaérobie :

En lI'absence d'oxygene, les levures utilisent des sucres pour générer I'énergie dont elles
ont besoin pour survivre. Pasteur définit ce processus métaboliqgue comme la fermentation. le
sucre se transforme en dioxyde de carbone et en alcool (Leyral et Vierling, 2007). L’oxydation
du glucose est incomplete on parle de fermentation ou de vie sans air (Regnault, 1990). Selon
Scriban (1988); Guinet et Godon (1994); Heslot et Vladescu (1994); Guiraud (1998), la
réaction est la suivante (Fig.3):
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Glucose » Gaz carbonique + Alcool + Energie.

Glucose
ATP
ADP

Glucose-6-P

Fructose-6-P
ATP

Phosphofructokinase $ ADP

Fructose-1,6-bisphosphate

Glyceraldehyde-3-P +
Ethanol (2) dihydroxyacetone-P

I:’ NAD® ‘2’.—_{ P
NADH + H *(2)

Acetaldehyde (2
cetaldehyde (2) 1,3-Bisphosphoglycerate (2)
€Oz (2) ADP (2)

Pyruvate (2) ATP (2)

ATP (2) 3-Phosphoglycerate (2)
ADP (2)

Phosphoenolpyruvate (2) 2-Phosphoglycerate (2)

Ho O (2)

Figure 3: Utilisation du glucose par Saccharomyces cerevisiae sous condition anaérobies
(fermentation) (Fritsche, 1972).

Ce métabolisme se caractérise généralement par un ensemble de réactions qui se
produisent en l'absence d'oxygene comme accepteur final d'électrons, elle implique la
dégradation des glucides en pyruvate, qui comprend 30 a 65 % des protéines cellulaires qui
forment les enzymes (Guinet et Godon, 1994; Tchango Tchango, 1996).

Dans des conditions anaérobies, le cycle de Krebs n'est pas entierement fonctionnel, car
I'activité succinate déshydrogénase nécessite la présence d'une coenzyme respiratoire stricte ;
FAD (Furukawa et Kimura, 1971). Par contre, certaines enzymes du cycle de Krebs restent
actives tout le temps (Camarasa et al., 2003). Cette partie active du cycle de Krebs (de
I'oxaloacétate au succinate) produit du NADH qui sera reoxydé en formant du glycérol a partir
de la dihydroxyacétone (Camarasa et al., 2003).

5. Origine des différentes souches différentes de la levure :

D'autres niches naturelles bien connues dominées par S. cerevisiae sont les feuilles et
les tiges de diverses espéces végétales telles que le chéne (Mortimer et Polsinelli, 1999), les
fruits (raisins), la séve des arbres, etc., et présentent des propriétés physiologiques différentes
(Dunn et al., 2012). Leur capacité a s'adapter aux diverses circonstances environnementales est

démontrée par leur diversité. La grande diversité génétique associée a 1’origine et aux sources




géographiques explique ces différences (Jespersen, 2003; Fay et Benavides, 2005 ;
Townsend et al., 2006).

6. Reproduction de Saccharomyces cerevisiae :

6.1. Cycle de vie :

En ce qui concerne les levures, en particulier S. cerevisiae, le cycle de vie est appelé
haplo-diplobiontique : ce terme désigne la capacité de cet organisme a croitre a la fois en
haploide et en diploide. La conjugaison permet le transit de I'état haploide a I'état diploide. La
méiose, en revanche, permit la transformation de deux copies de chaque chromosome en une
seule copie (Guiffant, 2008) (Fig. 4).

roissance pseudohyphale
haploide

quiescence

C{D Y
D

sporulation
(D) croissance
%’ > haploide

quiescence

croissance pseudohyphale
diploide

Figure 4: le cycle biologique de Saccharomyces cerevisiae (Guiffant, 2008).
6.1.1. Reproduction asexuée (végétative) :
La croissance végétative de S. cerevisiae implique des cellules haploides et diploides,

et c’est ainsi que les levures utilisées en laboratoire sont « cultivées ». Le concept de cycle
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cellulaire découle de la reproduction végetative. En effet, apres la succession des phases G1, S,
G2 et M, Saccharomyces cerevisiae se divise par bourgeonnement, une cellule mere peut
donner naissance a une cellule fille identique en termes de contenu chromosomique
(Guiffant, 2008). La division de la cellule « mere » produit une new cellule. La cellule « mere
» forme un bourgeon a sa surface lors de bourgeonnement. Le noyau de la cellule mére se divise
(mitose). La cellule mére et le bourgeon commencent a former une paroi cellulaire. Lorsque la
taille de la nouvelle cellule dépasse 2/3 de celle de sa mére, elle se divise dans deux cellules
distinctes (Rupes, 2002; Dickinson, 1998) (fig. 5).

Cellule haploide Cellule diploide

O O

v v

(& (&

y v

02 O
| —
Clo T T

Bourgeonnement axial Bourgeonnement distal Bourgeonnement proximal

Figure 5: modes de bourgeonnement de Saccharomyces cerevisiae (Guiffant, 2008)

6.1.2. Reproduction sexuée :

La conjugaison de deux cellules donne naissance a un zygote qui subit une méiose or
les quatre noyaux haploides forment le cycle de reproduction sexuée. Quatre ascospores qui
produisent ensuite des cellules haploides (Leveau et Bouix, 1993). Selon Mell et Burgess
(2001) a I’état naturel, la levure vit principalement sous la forme diploide et présente une
croissance végétative. Cela lui permet de s’adapter aux changements de milieu et de mieux
résister aux divers stress qui endommagent I’ADN. Il est plus résistant lorsqu'il a deux copies
de chaque gene. Dans des situations de stress extrémes, elle peut également s’orienter vers un
état of quiescence ou encore vers une Croissance pseudohyphale qui lui permet d’explorer le
milieu a la recherche de nutriments. Enfin, elle peut sporuler pour se protéger des agressions

extérieures. Ensuite, dans des circonstances normales, la levure a la possibilité de se diviser
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sous une forme haploide or de se combiner avec une levure de type sexuel opposé pour revenir
a une forme diploide (Fig. 4).
6.2. Phases de croissance cellulaire :

Il existe principalement quatre phases distinctes dans la croissance de la levure : la phase
latence, la phase exponentielle, la phase stationnaire et la phase de déclin. En ajoutant deux
phases : la phase d’accélération et la phase de ralentissement, elle peut étre encore plus distincte.
La phase exponentielle et la phase stationnaire sont les deux phases les plus importantes de la
courbe de croissance pour les études fondamentales ou les applications industrielles. Les
cellules se divisent rapidement pendant la phase exponentielle, et la vitesse de division et le
taux de croissance dépendent de la qualité nutritionnelle du milieu. La croissance cellulaire
ralentit ou méme s’arréte lorsque les éléments nutritifs essentiels sont insuffisants. La levure
contient more de tréhalose et de glycogene lorsque les cellules atteignent la phase stationnaire
que dans les autres phases (Kruckeber et al., 2004). Les cellules de la phase stationnaire
peuvent supporter une grande quantité de stress (Werner-Washburne et al., 1993).

7. Condition de culture :

7.1. Des besoins nutritionnels :

7.1.1. Azote : Les acides aminés, les peptides et d’autres sources d’azote peuvent étre utilisés
par la levure. L’azote sous forme d’ion ammonium est cependant plus facilement assimilable
(Jones et al., 1983) .

7.1.2. Phosphore :

I est principalement assimilé par I'ortho phosphate sous forme d'ion monovalent. 1l est
responsable du maintien de l'intégrité de la membrane et de la synthése de lipides et
d'hydrates de carbone (Winter, 1988).

7.1.3. Magnésium :

Il est nécessaire pour que plus de cent enzymes de métabolisme fonctionnent correctement
(Leveau et Bouix, 1993).

7.1.4. Soufre :

60 % du soufre est inorganique libre et incorporé dans les protéines. Les saccharomyces
peuvent également utiliser le thiosulfate et le sulfite (Leveau et Bouix, 1993).
7.1.5. Potassium :

L'élément minéral le plus essential dans la levure est le potassium (Leveau et Bouix, 1993).
7.1.6. L’eau :

Représente 75 % du poids total de la cellule. Elle doit étre présente dans le milieu (Leveau et
Bouix, 1993).
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Tableau 1 : Sources et fonctions des éléments nutritionnels essentiels a la croissance de S.
cerevisiae (Salma, 2013)

Elément Sources Fonctions cellulaires

Carbone Sucres simples, polysaccharides, acides o ] _
N ; source d'énergie du Métabolisme

Elément structural en combinaison Avec O, H et

. ) Oxydant de la chaine respiratoire, Synthése

Oxygene | Air/O2 )
des stérols
. Hydrates de carbones, protons de | Régulation du pH intracellulaire, Force
Hydrogéne ' _ )
L’environnement acide, etc. proton-motrice

Calcium Sels de calcium Transduction de signal
Cuivre Sels de cuivres Oxydant
Fer Sels de fer Cytochromes/protéines Fer Soufre
Zinc Sels de zinc Activité enzymatique

les éléments nutritionnels sont nécessaires a la croissance, et la prolifération des levures
joue également un réle dans l'activation de certaines réactions enzymes et dans la fabrication
de certaines vitamines et coenzymes (Bourgeois et al., 1996), lls sont a la fois catalytiques et
structurellement basiques (Cot, 2006).

7.1.7. Vitamines (Facteurs de croissance) :

Pour garantir une bonne croissance et une meilleure activité de fermentation des levures,
I'apport de vitamines est essentiel. Les principales exigences de S. cerevisiae concernent la
thiamine (B1), la biotine (H) et la pyridoxine (B6) (Leveau et Bouix, 1993).

7.2. Besoins physico-chimiques :
7.2.1. Température :

Comme les autres microorganismes, la levure ne peut fonctionner que dans une plage
de températures optimales comprise entre 25°C et 30°C, jusqu'a une température critique au-
dela de laquelle elle ne peut survivre. La température ne reste généralement pas constante
pendant la croissance (Reski-Bekki, 2014).

7.2.2. pH:
S. cerevisiae a l'avantage de se développer dans des milieux acides, contrairement a la

plupart des bactéries. Elle préfere un pH de 4-4,5 (Revuz, 1979).
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7.2.3. Aération :

L’objectif de 1’aération est d'une part de fournir I'oxygéne nécessaire a la croissance des
levures, et d'autre part, d'homogénéiser et de garantir que la substance nécessaire circule dans
le fermenteur. Cependant, il est intéressant de garder a l'esprit que la levure de boulanger
s'adapte a deux modes de vie différents, dans présence ou en absence d'oxygene (Noui, 2001).
7.2.4. Pression osmotique :

La levure "Saccharomyces cerevisiae" est une espéce osmophile qui peut se développer
sur des milieux a forte concentration en sucre ou en sel (Larpent, 1991). Mais avec un

métabolisme lent au contraire de certaines espéeces (Noui, 2001).

8. Importance de Saccharomyces cerevisiae dans le domaine industrie

alimentaire :

8. 1. Fabrication de pates levées et pain :

La farine, la levure ou le levain, le sel et I'eau constituent le pain. Le dégagement de
bulles de gaz carbonique et la levée de la pate a pain sont provoqués par I'activité chimique des
levures. Le pain est acidifié par des bactéries lactiques telles que Streptococcus, Lactobacillus,
Bacillus. Par consequent, I'activité fermentaire de la levure influence la qualité du pain, y
compris ses propriétés organoleptiques et son dégagement de CO2 pendant le faconnage. Pour
répondre a cette question, plusieurs types de levures et levains sont vendus pour faciliter et
optimiser la production du pain. Les levures utilisées dans la fabrication de boulangeries
comprennent la levure pressée, la levure émiettée, la levure liquide, la levure séche active, la
levure seche instantanée et la levure a humidité intermédiaire surgelée (Nguyen, 2016).

8.2. Fabrication de boissons alcoolisées :

Le rdle, le plus ancien des levures est la fabrication de boissons alcoolisées (biere, vin,
cidre) (Deak, 2007). La fermentation alcoolique, processus qui transforme le glucose en éthanol
et en dioxyde de carbone, est la base de cette fabrication. La fabrication de I'alcool est un
processus complexe dans lequel plusieurs microorganismes participent fréquemment. (Nguyen,
2016). Par conséquent, elles jouent un réle important dans le processus de vinification et
d'élaboration de la biere. Saccharomyces cerevisiae, également connu sous le nom de levure de
biére, est I'espéce la plus fréqguemment utilisée par les homme (Hencke, 2000).

8.3. Production de probiotique :

Selon Nguyen (2016), Les probiotiques sont des levures seches concentrées

(Saccharomyces cerevisiae) utilisees en alimentation animale comme apports nutritifs

bénéfiques : les levures libérent des vitamines, des acides aminés et des peptides qui aident a

11
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renforcer la protection de la flore intestinale, a normaliser le transit et a stimuler I'immunité
intestinale, renforcant ainsi les défenses naturelles des animaux. Les probiotiques réduisent
considérablement la perte de poids des animaux et augmentent le rendement de la production
laitiere. Augmenter considérablement le taux de croissance des surfaces, améliorer la qualité de
la viande, etc.

Saccharomyces cerevisiae est également utilise comme modeéle de levure pour les études
de base sur les eucaryotes. Les progrés dans les domaines génétique et biologique ont modifié
les genes de cette levure pour produire de nouvelles protéines et enzymes actives
(Nguyen, 2016),

8.4. Fabrication d’éthanol :

L'alcool avec un fort indice d'octane est obtenu en fermentant du sucre ou de I'amidon
non fermenté provenant de grains de brasserie or de malt. La fermentation des sucres est
déclenchée par I'ajout de levure, qui produit I'éthanol, qui est ensuite séparé du mélange par
distillation. L'éthanol a de nombreux avantages par rapport a I'essence, tels que la diminution
des émissions d'hydrocarbures, de monoxyde de carbone et de dioxyde de carbone, ainsi qu'une
réduction globale des émissions de gaz a effect de serre. L'utilisation de matieres premieres
comme les céréales et les produits du bois garantit la durabilité de la production d'éthanol
(Nguyen, 2016).

Tableau 2 : les principales applications de S. cerevisiae (Camonis, 1990)

Produits de S. cerevisiae Applications

Alcool et CO2 Fabrication du pain, du vin, de la biére

Ethanol Solvant

Glycérol Chimie des matieres plastiques industrie Pharmaceutique

Protéines alimentaires (a partir des Alimentation de I’lhomme ou du bétail
Mélasses et  divers  déchets
alimentaires)

Invertase Confiserie

I1. Description de la datte
1.Aspect botanique :

La datte est le fruit du palmier dattier, généralement de forme allongée, ou arrondie. Elle
est composée d’un noyau ayant une consistance dure, entouré¢ de chair. La partie comestible de

la datte, dite chair ou pulpe, est constituée de (Fig. 6) :
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e Un péricarpe ou enveloppe cellulosique fine dénommée peau ;

e Un meésocarpe généralement charnu, de consistance variable selon sa teneur en sucre et

est de couleur soutenue ;

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

parcheminée entourant le noyau (Espiard, 2002).

Les dimensions du palmier dattier sont tres variables selon les variétés, 2-8 cm de long

et 2-8 grammes de poids, et la couleur va du blanc jaunatre au noir, avec des nuances plus ou

moins foncées d'ambre, de rouge et de brun traverser (Djerbi, 1994).

pedoncule

— epicarps=
—~-mesocarpe
endocarpe

graine

Figure 6: coupe longitudinale d'une date (Rouai et Zouzou, 2017).

2. Composition biochimique de la partie comestible

2.1.Eau:

La teneur en eau est fonction du cultivar, du stade de maturité et du climat (Matallah,

2004). Selon Booij et al. (1992), I'humidité chute du stade vert au stade de maturation. Les

dattes ont généralement une teneur en humidité moyenne de 10 a 40 % de leur poids frais, ce

qui en fait un aliment & humidité moyenne.

Tableau 3 : la teneur en eau de quelques variétés de dattes algériennes (Belguedj et al., 2008)

Catégories Variétés Teneur en eau (%)
Dattes molles Ghars 25.4
Dattes demi-molles Deglet-Nour 22.6
Dattes seches 13.7

2.2.Sucres :

Le principal composant des dattes est le sucre. L'analyse du sucre de palmier dattier a

révelé essentiellement la présence de trois types de sucre : le saccharose, le glucose et le fructose

(Acourene et Tama, 1997). Cela n'exclut pas I'existence d'autres sucres mineurs comme le

galactose, le xylose et le sorbitol (Siboukeur, 1997). La teneur en sucres totaux est trés variable

——
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et varie selon les cultivars et le climat. Elle varie entre 60 et 80 % du poids de pulpe fraiche
(Siboukeur, 1997).
2.3. Les fibres

La datte est riche en fibres, elle en apporte 8,1 a 12,7 % du poids sec (Al-Shahib et al.,
2003). Selon Benchabane (1996), les constituants pariétaux de la datte sont : la pectine, la
cellulose, I’hémicellulose et la lignine.

2.4. Protéines

La pate de dattes contient trés peu de protéines. Les quotas varient selon la variété, en
particulier selon la maturité, mais se situent généralement autour de 1,75 %. Poids de la pulpe.
Il a également été démontré qu'il contient un pourcentage €levé de protéines. La pierre de datte
est plus importante que la chair ( Abou-Zeid et al., 1991).

2.5. Les acides gras :

La chair des dattes contient tres peu de matiére grasse. Elle est concentrée dans la peau
(2,5-7,5% MS) et a un role physiologique plutdt que nutritionnel. Ce réle conduit a la protection
du fruit (Barreveld, 1993).

2.6. Les minéraux :

Une étude de Acourene et Tama (2001) ont montré des dattes avec une teneur en
cendres allant de 1,10 a 3,69% pour 58 cultivars de palmier dattier cultivés dans la zone de
Ziban Les dattes sont I'un des fruits les plus riches en minéraux, principalement en potassium,
magnésium, phosphore et calcium.

Tableau 4 : Teneur en sels minéraux pour 100g des dattes dénoyautées (Siboukeur, 1997)

Eléments minéraux Teneur en mg
Potassium 649 -754
Chlore 268 -290
Calcium 58.3-67.8
Phosphore 54.8 -63.8
Magnésium 50.3 -58.5
Soufre 43.8 -51.10
Sodium 41-4.8

Fer 1.3-2.0
Cuivre 0.18-0.2
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2.7. Vitamines :

En général, les dattes ne sont pas une source importante de vitamines. La teneur en
vitamines des dattes se caractérise par une quantité importante de vitamine groupe B (oulad
belkhir, 2016).

Tableau 5 : composition vitaminique des dattes ( Tressol et al., 1995)

Vitamines Teneur moyenne de 100g
Vitamine (C) 2,00 mg
Thiamine (B1) 0,06 mg
Riboflavine (B2) 0,10 mg
Niacine (B3) 1,70 mg
B3Acide pantothénique (B5) 0,80 mg
Vitamine (B6) 0,15 mg
Folates (B9) 28,00 pg

3. Composition biochimique de la partie non comestible :

Le noyau présente 7 a 30 % du poids de la datte. Il est composé d’un album en blanc,
dur et corné, protége par une enveloppe cellulosique (Espiard, 2002). Selon Djerbi (1994), les
noyaux constituent un sous-produit intéressant. En effet, de ces derniers, il est possible d’obtenir
une farine dont la valeur fourragere est équivalente a celle de 1’orge. Les données analytiques
sur la composition chimique des dattes montrent qu'elles contiennent de multiples acides gras
avec des proportions élevées d'acides oléeique et laurique (Devshony et al., 1992).

4. Jus des dattes :

La production de jus de palmier dattier est connue depuis longtemps dans les pays du
Moyen-Orient qui envisagent de transformer de grandes quantités de dattes de mauvaise qualité
(Chairaet al., 2009). Pour la préparation du jus, la pulpe de palmier dattier est hachée, de I'eau
est ajoutée (Mahjoub et Jraidi, 1992), et le mélange est incubé dans un bain-marie aprés un
couple temps/température donné, Ensuite :

Une étape de filtration est suivie d'une clarification pour éliminer les déchets et les
solides insolubles. Selon (Espiard, 2002), cela peut étre estimé aprés 6 a 10 heures.

Diffusion de jus contenant environ 50% d'extrait sec soluble (selon variéte) mesuré au
réfractomeétre. Le jus de dattes peut étre utilisé dans de nombreux aliments, y compris les

boissons gazeuses, le vinaigre et I'alcool (Estanove, 1990).
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4.1. Utilisation du jus de dattes :

4.1.1. Production de P.O.U (Protéines d’Organismes Unicellulaires) :

Bessah et Touzi (2001) ont cherché a étudier le jus de palmier dattier comme substrat de
fermentation pour la production de Saccharomyces cerevisaie. Les résultats obtenus montrent
que le sucre du jus de palmier dattier production de protéines dans les organismes unicellulaires.
Le travail a été réalisé par Nancib et al. (1997) ont montré que le jus de palmier dattier enrichi
en hydrolysat et en cendre de roche de dattes est un milieu nutritif approprié pour la production
de Saccharomyces cerevisiae.

4.1.2. Production d’oxytétracycline:

Différentes souches productrices d'oxytétracycline ont été utilisees dans des milieux a
base de dattes. Les résultats obtenus ont montré que Streptomyces rimosus était le plus efficace
( Abou-Zeid et Khoja, 1993).

4.1.3. Production d’acide citrique :

Le jus de dattes est un bon milieu pour la production d'acide citrique (Siboukeur, 1997),
montrant que l'utilisation de jus de jujube non concentré peut augmenter le rendement d’Acide
citrique d'Aspergillus niger. De méme, Abou-Zeid et Khoja (1993), ont montré que la
concentration du jus de dattes avec I'nydrolysat de graines de dattes augmentait la production
d'acide citrique chez Yarrowia lipolytica (Al-Obaidi et Berry, 1979) ont obtenu un rendement
de 62% en utilisant un milieu & base de jus de dattes déionisé et une culture d’Aspergillus niger.
4.1.4. Production d’alcool :

La production d'éthanol a partir de jus de datte repose principalement sur l'utilisation de
levure. Kaidi et Touzi (2001), ont utilisé des cellules libres et immobilisées de S. cerevisiae.
IIs ont utilisé deux souches de levure : Saccharomyces cerevisiae et Saccharomyces uvarum
pour produire de I'éthanol. Les meilleures performances ont été obtenues avec Saccharomyces
cerevisiae.

4.1.5. Production de vitamine B12

Le jus de datte a eté utilisé par Streptomyces albidoflavus et Streptomyces antibious

comme source de carbone pour la production de vitamine B12. Les rendements obtenus sont

similaires a ceux obtenus sur d'autres substrats comme la mélasse (EI-Akidi Hassen, 1982).
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5. Généralités sur le mais

5.1. Origine Le mais :

Le mais aussi appelé blé d'Inde au Canada est une plante tropicale herbacée annuelle,
largement cultivée comme céréale pour ses grains riches en amidon, mais aussi comme plante
fourragére (Baubricourt & Hedin, 1988) Avant la découverte de I'Amérique par Christophe
Colomb, cette espéce, originaire d’Amérique centrale, était déja l'aliment de base des
Ameérindiens (Oury, 2014).

C'est la culture la plus cruciale pour l'alimentation des humains, directement ou
indirectement, apres le blé et le riz. Il produit environ 500 millions de tonnes chaque année dans
le monde. Les Etats-Unis sont les premiers pays producteurs avec plus de 45 % de cette
production (Marchand et al.,1997)

5.2. Taxonomie

Le mais, également connu sous le nom de Zea mays ssp mays, fait partie de la famille
des Poaceae, tout comme le riz, le blé et la canne a sucre. Cette famille comprend environ 700
genres et 10 000 espéces qui se trouvent sur tous les continents et qui sont essentielles a
I'alimentation humaine (Oury, 2014).

Selon lltis & Doebley (1980) le mais appartient a la classification suivent :

Régne : végétal

Sous-Régne : Tracheobionta
Division : Magnolio

Classe : Liliopsidées

Sous classe : Commeliniadae
Ordre : cypérales,

Famille : Poacées,
Sous-famille : panicoidées,
Tribu : Maydeae

Genre : Zea

Espéce : Zea mays.
Sous-espece : Zea mays sub
5.3. Morphologie du mais :

Le plant de mais est une graminée annuelle haute, dressée et a tige solide. Les cotés
opposés de la tige sont couverts alternativement de grandes feuilles étroites aux bords ondulés
(Britannica, 2023)
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Le mais est une plante monoique. Il présente deux variétés de fleurs : les fleurs males
sont regroupées sur la panicule terminale ramifiée, tandis que les fleurs femelles sont attachées
a un ou plusieurs épis dans l'aisselle des feuilles. Méme si le mais est autofertile, I'allogamie
domine et atteint 95 % (Marchand et al.,1997)

p—

Figure 7 : Zea mays L. Fleur femelle et male de Mais (La Réunion mi-aime-a-ou)

5.4.Compositions du grain de mais :

Péricarpe

Albumen

Germe

Figure 8 : partie d’une graine de mais (Hoopen, & Maiga,2012)

5.4.1. Composition chimique :

Quelques composants chimiques des principales parties du grain de mais et du grain
entier sont résumés dans le tableau 1. Le grain entier est composé principalement d’amidon (64-
78%, base séche), de protéines (7-12%), de lipides (4-6%), de sucres (1,0-3,0%), de substances
minérales (1,0-1,5%), de fibres (2,0-2,5%), et de vitamines (Watson, 1987).
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Les sucres du grain de mais proviennent en grande partie du germe mais ils sont
¢galement Fournis par les cellules de 1’albumen et du péricarpe mais en faible quantité
(Semassa et al., 2016)

Tableau 6 : Composition chimique des principales parties des grains de mais (Hoopen, &
Maiga, 2012)

Composant chimique | Péricarpe (%) Albumen (%) Germe (%)
Protéines 3.7 8.0 18.4
Extrait a 1’éther 1.0 0.8 33.2
Fibres brutes 86 .7 2.7 8.8
Cendres 0.8 0.3 10.5
Amidon 7.3 87.6 8.3

Sucre 0.34 0.62 10.8

5.4.2. Sels minéraux

Le tableau 2présente les teneurs en sels minéraux de mais entier. Le germe est
relativement riche en sels minéraux, avec une valeur moyenne de 11% contre moins de 1% dans
I'albumen et le péricarpe. Le germe contient environ 80% des sels minéraux du grain entier

probablement parce qu’ils sont essentiels pour la croissance rapide de I’embryon (Watson,

1987).

Tableau 7 : Teneur en matieres minérales du mais (Semassa et al., 2016)

Seles minéraux Concentration (mg /1009)
Phosphate (P) 299,6+ 57,8

Potassium (K) 324,8 + 33,9

Calcium (Ca) 48,3+12,3

Magnésium (Mg) 1079+9,4

Sodium (Na) 59,2+4,1

Fer (Fe) 48+19

Cuivre (Cu) 1,3+0,2

Magnése (Mn) 1,0£0,2

Zinc (zn) 46+1,2

5.4.3. Vitamines :

Le mais contient a la fois des vitamines liposolubles telles que les vitamines A et E,

ainsi que la majorité des vitamines hydrosolubles telles que la niacine, la thiamine, la

pyridoxine, la riboflavine et I'acide pantothénique (Semassa et al.,2016)
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5.6. Exigences de mais :
5.6.1. Sol

Le mais est cultivé dans presque tous les types de sol, mais des efforts importants
peuvent étre nécessaires pour rendre la production réalisable. Le mais pousse mieux avec un
bon drainage et une bonne aération du sol (Brewbaker, 2003).
5.6.2. Temperature :

Chaque baisse de température provoque la destruction du mais nécessaire entre 18 et 25
° C, donc la germination du mais jaune nécessite une température inférieure (-10 ° C). Les
températures supérieures a 30 ° C ont un impact négatif sur la pollinisation des fleurs de mais
(Boukar, 2017).
5.6.3. Lumiere

Le mais et d'autres plantes tropicales au métabolisme C-4 sont considérés comme tres
efficaces pour récolter I'énergie solaire et la convertir en produits de croissance (Brewbaker,
2003).
5.7. Utilisation du mais

Le grain de mais est utiliseé dans I'alimentation humaine sous diverses formes (cuit,
grillé, en salade, en soupe...). Il peut également étre transformé pour produire une variété de
produits, tels que des farines et des semoules de mais. Il participe également a la nourriture des
animaux (volailles, porcs, bovins) sous forme de grains, de provenderie ou de fourrage. Dans
certaines industries (agroalimentaire, textile, pharmaceutique, etc.), il est également utilisé
comme base pour la fabrication de plastiques biodégradables, de biocarburants et méme d'alcool
(Hoopen, & Maiga,2012)
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1. Matériel :

1.1. Matériel du laboratoire

Les appareils, les produits chimiques et petit matériel utilisés sont représentés dans le tableau

Tableau 8 : Matériel utilisé

Appareils

Produits chimiques et

biologie

Petit matériel

Autoclave, Etuve, Shaker

Glucose, Extrait de levure

Bec bunsen, Boites de Pétri

pH meétre, Balance, | Extrait de malt, Agar, | Pipettes Pasteur, Eprouvette
Réfrigérateur, Congélateur, | Peptone, HCI (0,1 N), NaOH | graduée, Entonnoir, Micro
Vortex, Plaque chauffante, | (0,1 N), NaCl, Poudre de Lait | seringue, Flacons 250 ml,

Incubateur, Lyophilisateur, | écrémé, Ethanol, milieu | Flacons 500 ml, Erlenmeyers,
Centrifugeuse YPD, mais Papiers Joseph, Béchers,
Cellule de Malassez,

Eppendorfs,  Micropipettes,
Embouts  bleus, Embouts
jaunes.

2. Méthodes :

2.1. Revivification de colonies de la levure sur milieu solide YPD :

Une suspension de S. cerevisiae a préparée par mise en suspension de 0,5 g de la levure
séche commercialisée dans 50 ml d'eau distillée stérile (tiede) + sucre (glucose). Apreés, la
suspension levurienne résultante est homogénéisée a l'aide d'un vortex. Une goute est
ensemencée a la surface de la gélose d’Yeast Peptone Dextrose (YPD) préparé avant. Les boites

sont incubées pour 2 jour a 37°C
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Figure 9: Saccharomyces cerevisiae

2.2. Préparation du jus de dattes
Une quantité de 1 kg de chaque variété des dattes et lavée puis dénoyautée. Ensuite, 2

litres d'eau est ajoutée a cette quantité et ’ensemble est chauffé a 80°C pendant 2 heures sur
une plaque chauffante équipée d'un agitateur magnétique. Le mélange a été filtré a travers un

tissu et le jus résultant a été centrifugé a 10000 rpm pendant 10 minutes. Le surnageant collecté

a été utilisé comme solution mere (DO) pour préparer les dilutions suivantes : Jus de datte/eau
distillée en ml : D1 (80/20), D2 (60/40), D3 (40/60) et D4 (20/80) pour chaque variété des dattes

a savoir (Azerza -Hamraya- déchet de ghars- degla en poudre) (Fig. 10).

jus de dattes
apres la
centrifugation
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2.2.1. Culture de la levure Saccharomyces cerevisiae sur milieu solide :

Pour étudier la culture de la levure sur milieu solide de jus de dattes, un volume de 60
mL de chaque dilution (D1, D2, D3 et D4) des quatre variétes est ajusté pour le pH a 7, ensuite
une quantité de 1,2 gramme d’agar agar a été ajoutée pour chaque volume puis le milieu est
chauffé et homogénéisé a 1’aide d’une plaque chauffante rotative. Apres autoclavage et
refroidissement (45 °C) le milieu de chaque dilution est versé dans deux boites de Petri pour
faire deux essayes d’ensemencement. A l'aide d'une anse de platine stérile, la levure préparée

précédemment est ensemencée sur la surface du milieu solide de jus de datte et incubée a 37 °C

pendant 3 jours (Fig. 9).

Mesure du pH

i

Préparation la dilution

Ensemencer 1I’échantillon Refroidir et verser dans les Autoclavage le milieu a
sur la surface de milieu boites de pétri 120°c pendent 20 min

Figure 11 : Etapes de la culture de levure Saccharomyces cerevisiae sur milieu solide de jus de datte
2.2.1.1.Préparation de jus de mais :

Aprés avoir lavé le mais, nous ajoutons 1 litre d’eau a 100 mg de mais. Le mélanger est chauffe
a 80°c pendant 2 heures a 1’aide plaque chauffent sous agitation puis filtre le mélange a travers

un tissu et I'utiliser en tant que solution mere
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2.2.2. Culture de la levure Saccharomyces cerevisiae sur milieu liquide

Pour la suite des travaux sur milieu liquide, nous avons choisi la dilution D4 pour chaque
variété de dattes. Il est a noter que dans cette étude aussi nous avons choisi d’ajouter la culture
de la levure sur le milieu de jus de mais suite a des travaux effectués précédemment et qui ont
montré que cette levure a une bonne croissance sur ce dernier (Tatsinkou Fossi et al., 2009).
Pour le jus de mais, Nous avons choisi la dilution D2 en fonction de sa solution mére qui n’était
pas concentré comme les dattes.

2.2.2.1. Préparation des pré-cultures :
Des précultures sont préalablement préparées a partir de cultures pures de la souche

Saccharomyces cerevisiae sur milieu solide de jus de dattes. Les spores sont ainsi récupérées
en surface et inoculées dans des tubes a essais contenant chacun 3 ml de milieu liquide (Fig.
10) pour les différents types de dattes (Azerza -Hamraya- déchet de ghars- degla en poudre) et
jus de mais. Les suspensions sont incubées au shaker a 37°C sous agitation a 150 rpm durant

48 heures.

.

Figure 12 : Pré culture de S. cerevisiae sur milieu liqliide de la variété d’azerza

2.2.2.2. Préparation de la culture :

La cinétique de croissance de Saccharomyces cerevisiae a été suivie pendant 72 heures.
Elle a pour but de déterminer I’évolution du nombre des cellules chaque deux heures. Pour cela,
5 erlenmeyers de volume de 500mL contenant chacun 100 ml de I'un des 4 types des milieux
de jus de dattes (Azerza -Hamraya- déchet de ghars- degla en poudre) et 1 erlenmeyer pour le
jus de mais, ont été préparés. Il est a noter que les milieux de dattes sont filtrés sous vide pour
séparer les débris cellulosiques. Les erlenmeyers sont ensemencés par les précultures
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correspondantes a raison de 3% et incubés a 37°C sous agitation rotative a 150 rpm. Afin de
mesurer la croissance et le pH, des prélevements de (200 ul) chaque 2 heures sont effectuées et
stockées dans des Eppendorfs a basse température (4°C). Les methodes utilisées pour mesurer

la croissance sont la technique de numération par la cellule de Malassez et la technique de
dilution et dénombrement.

ey |
Les erlenmeyers ont été
inoculés par pré culture

Filtrer le milieu des
jus de dattes

N
Toutes les 2 heures un échantillon est
prélevé et stocké a Eppendorf a une 4°C

Incuber a 37°C sous
agitation rotative a 150 rpm

Figure 13 : les étapes de cinétique de saccharomyces cerevisiae sur milieu liquide

2.3. Les méthodes de mesure de la croissance
2.3.1. La cellule de Malassez :

La cellule de numération est une lame de microscope portant un quadrillage gravé qui facilite
le comptage des cellules observées au microscope. La cellule la plus utilisée pour la numération
des micro-organismes est celle de Malassez (Fig. 12).
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Figure 14 : cellule de Malassez
2.3.1.1. Détermination du nombre de grands rectangles a déenombrer :

Selon la méthode 5 grands rectangles ont été choisis pour dénombrer le nombre de

cellules et puis faire la moyenne. Le calcul du nombre de cellules est effectué pour 1 ml.
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2 mm

25 grands rectangles

De 20 petit carrés chacun
Ecartement entre lame et
lamelle = 0.2 mm
Volume d’un grand
rectangle = 0.01lmm?3 =
0.00001 ml, soit (10°°)

Figure 15 : schéma représente le quadrillage de la cellule de Malassez. (labomedico)

2.3.1.2. Les cellules a dénombrer :

e Toutes les cellules a I'intérieur du grand rectangle :

e Pour les cellules positionnées sur la limite du grand rectangle, on comptabilise les cellules

d'une seule longueur et d'une seule largeur

e Soit au total pour le grand rectangle.
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Figure 16 : exemple de levures sur un quadrillage de cellule de numération de cellule de
Malassez
2.3.1.3. Calcul sur une cellule de numération :
Etape 1 : Calcul du nombre moyen des germes par grand rectangle (cellule de Malassez)
« Reprendre les résultats de chaque dénombrement réalisé (entre 5 a 10 rectangles)
* Réaliser la moyenne (n,,,y.,) du nombre de germes par grand rectangle (cellule de
Malassez)
Nyoyen= SOMMe des résultats de chaque comptage/ Nombre de résultats
Etape 2 : Calcul du nombre de germes par millilitre :

« Diviser le nombre de germes moyen (moyen) par le volume du grand rectangle

Nmoyen

Nombre de germes /ml d’échantillon dilué =
volume du grand rectangle en ml

« A ne pas oublier de multiplier le résultat précédent par le facteur de dilution (FD)
Pour la cellule de Malassez : germes /ml = ~22E% *FD
= nmoyen*105*5
= 5*10°*Ny0yen germes/ml

Dans le cas d’une dilution de 1’échantillon au 1/5, FD=5
2.3.1.4. Préparation d’une cellule de numération :

A I’aide d’une micropipette, une goutte de 15 L a été prise a partir de chaque Eppendorf
contenant la suspension cellulaire et déposée entre lamelle et cellule. La cellule est placée sous

microscope (grossissement x40). Le dénombrement est effectué selon le protocole propre de la

cellule. Des dilutions sont effectuées lorsque le dénombrement devient impossible.
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2.3.2. Dénombrement de cellules de Saccharomyces cerevisiae sur la surface du milieu
solide YPD :

Des dilutions décimales dans de 1’eau distillée stérile ont été faites a partir des
suspensions cellulaires stockées a 4°C dans les Eppendorfs jusqu’a la dilution 1/100. Par la
suite, un volume de 100 uL de chaque dilution est étalé sur le milieu solide YPD. Les boites
ensemencées sont incubées & 37°C durant 2 jours. Deux répétitions sont effectuées pour
chacune des dilutions. Le dénombrement des colonies est effectué pour les deux boites et le
nombre moyen est calculé en UFC par mL de suspension mére en multipliant par le facteur de
dilution.

2.4. Mesure le pH :

Des échantillons quotidiens ont été prélevés toutes les deux heures pendant 3 jours a partir des
erlenmeyers, du jus de datte et du jus de mais, et ils ont été mesurés avec un pH-metre.

2.5. Lyophilisation des cellules de Saccharomyces cerevisiae

Afin de conserver les cellules obtenues a partir des cultures sur milieux liquides, nous
avons tenté de les lyophiliser en suivant les étapes selon le protocole de (Chin et al., 2021) :
2.5.2. Préparation de I’échantillon pour lyophilisation :

Pour préparer les cellules de S. cerevisiae, elles ont été cultivées dans des erlenmeyers
contenant du jus de dattes et du jus Mais a une température de 37 °C pendant une période de 4
jours. Aprés avoir collecté les cultures dans un seul Erlenmeyer, les cellules ont été centrifugées
a 4000 rpm pendant 15 minutes. Le culot des cellules est séparé du surnageant constitué du
liquide et du résidu de dattes. Les cellules ont été lavées par une solution physiologique de NaCl
(0,9%) puis centrifugées une 2¢ fois. L agent protecteur utilisé selon 1’étude de (Chin et al.,
2021) est le ‘skin milk’ a été stérilisé aux rayons ultraviolets pendant 45 minutes puis ajouté a
raison de 1ml a I’échantillon et homogénéisé avec les cellules.

Le lyophilisateur utilisé est de marque Alpha 2-4 LSCbasic avec 8 fioles a fond rond, capacité
de condenseur 4kg et la température du condenseur -85°C.

L’échantillon a été déposé sur 1’étagere de lyophilisateur refroidie a -80°C pendant 3h. Par la
suite, le vide a été allumé avec une pression de vide négative de 5Pa pendant 24h, et la

température a été élevée jusqu’a -51°C.
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Figure 17 : Préparation de I’échantillon et lyophilisation
2.5.3. Revivification des cellules apreés lyophilisation
Aprés lyophilisation, 1’échantillon a été réhydraté au volume d'origine en ajoutant de
I'eau distillée stérile puis exposé a un choc thermique de 45°C pendant 20min. Deux volumes
de 100 pl de I’échantillon ont été étalés sur deux boites de Petri contenant la gélose YPD. Ces
boites sont par la suite incubées a 37°C pendant 3 jours. Le volume qui reste de 1’échantillon a
éte utilisé pour inoculer deux erlenmeyers contenant le milieu YPD liquide. Ces erlenmeyers

sont incubés au shaker a 37°C et 150 rpm pendant 4 jours afin de vérifier la croissance sur

milieu liquide.
, N e UFC
. Nombre des cellules vivantes apres lyophilisation (H)
Taux de survie (%) = . —— e X 10

Nombre des cellules vivantes avant lyophilisation (H)

( ]
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Resultats et discussion

1. Résultat :
1.1.  Isolement de colonies de la levure sur milieu solide YPD :

La levure séche a été cultivée a la surface du milieu de culture YPD, ou le processus
d'incubation a eu lieu pendant deux jours a 37 ° C, et la levure a montré une bonne croissance,
car des colonies blanches rondes se sont formées sur la surface de milieu, représentent la levure

de Saccharomyces cerevisiae (Fig. 18).

Figure 18 : Saccharomyces cerevisiae sur milieu YPD
1.2. Culture de la levure Saccharomyces cerevisiae sur milieu solide :

Nous avons évalué la croissance sur milieux solides (jus de datte + gélose) a différentes
dilutions (D1, D2, D3, D4). Il est a noter que DO est la solution mere équivalente a 1 kg de
pulpe de datte dans 2 L d'eau. Les résultats de la croissance de la levure sur les différentes
dilutions des jus de dattes sont consignés dans le tableau 9.

Tableau 9 : Croissance de S. cerevisiae sur les milieux solides de jus de dattes

Variété Azerza Ghars (déchet) Degla-Beida Hamraya

Dilution

Essaye El E2 El E2 El E2 El E2
D1 +++ +++ + + +++ +++ +++ +++
D2 +++ +++ + ++ +++ +++ +++ +++ +++
D3 +++ +++ +++ +++ + ++ +++ +++ +++
D4 +++ ++ +++ +++ + ++ ++ +++ +++

E1: Essayel ; E2 : Essaye? ; +++ : bonne croissance ; ++ : croissance moyenne ; + : croissance faible
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D’apres le tableau, on constate que la levure a poussé dans toutes les dilutions des 4

types de jus de dattes sans exception. La croissance est majoritairement bonne (Photos : 19, 20,
21 et 22).
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la suite

Figure 21 : Croissance de S. cerevisiae sur les différentes dilutions solides de ghars immature
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Figure 22 : Croissance de S. cerevisiae sur les différentes dilutions solides de Degla-Beida

1.3. La cinétique de croissance de Saccharomyces cerevisiae sur milieu liquide :
1.3.1. Dénombrement des cellules :

Afin de mesurer la croissance de la levure nous avons utilisé la méthode de
dénombrement par la cellule de Malassez. Ainsi & partir des prélévements quotidiens chaque 2
heures contenus dans les eppendorfs, une goutte de 15uL a été prise et étalée dans I’endroit
spécifique sur la lame de Malassez puis recouvrée par une lamelle.

La cellule est placée dans un microscope optique au grossissement X40 et les cellules ont été
comptées pour 5 grands rectangles pour faire la moyenne.

Le volume de chaque grand rectangle est 10° ml.

Le nombre des cellules est calculé chaque 2h. Les valeurs obtenues sont traduites dans des
courbes pour chaque variété de datte (les figures : 23, 24, 25, 26 et 27)

e Pour calcule le temp de génération (G) et le taux de croissance (U = % ) de chaque

milieu : N = log (N) - log(No) /log (2)
t t

n_ 3,3Xlog (N, — Ng)
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» Azerza:
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_ 200 -
£
o 150 -
s f T R ¢
@ 100 4 o
3
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-E 2h 6h 10h 14h 18h 22h 26h 30h 34h 38h 42h 46h 50h 54h 58h 62h 66h 70h
e Le temps (heures)
________ Non mesure o—azerza

Figure 23: Courbe de la croissance de levure dans le milieu d’azerza pendant 3 jours

D’apres la courbe de la croissance de la levure dans le milieu Azerza, nous avons
constaté une augmentation progressive du nombre de cellules chaque 2h a partir de 2h jusqu’a
26h ol nous avons constaté un peu de stabilité dans le nombre des cellules jusqu’a 72. D’aprés
la courbe de tendance linéaire nous avons calculé le temps de génération qui est G=5,79h et le

taux de croissance p=0,17.

» Deégla Beida :

106

180 1~
160

140 1 .-
-o
120 - ._’_/

100 ~ -
80 - -7

60 -
40 4
20 ~

nombre de cellule UFC/ml

o -+ -""""T""T""T""T"T"T"T"T"T"T"T"T"TT

2h 6h 10h 14h 18h 22h 26h 30h 34h 38h 42h 46h 50h 54h 58h 62h 66h 70h 74h
le temps ( heures)

________ Non mesure —e—dégla beida

Figure 24 : Courbe de la croissance de levure dans le milieu de dégla beida pendant 3 jours
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D’apres la courbe nous avons remarqué une augmentation progressive durant la premicre
période qui s’étende de 2h jusqu’a 24h, aprés-il y a une stabilité puis augmentation trés lente
Le temps de génération calculé est G=4,89h et le taux de croissance égal a 0,20.

» Ghars (déchet) :

106

160 -
140 4
120 4
100 A
80 4
60 -
40 4
20 ~

2h 6h 10h 14h 18h 22h 26h 30h 34h 38h 42h 46h 50h 54h 58h 62h 66h 70h

le nombre de cellule UFC/ml

Non mesuré le temps (heures)

Figure 25 : Courbe de la croissance de levure dans le milieu de ghars pendant 3 jours

A partir de la courbe, on peut lire la méme allure tel qu’on enregistre une période de
progression lente qui s’étale jusqu’a 24h puis une stabilité dans ce qui suit jusqu’a 72h. Le
temps de genération dans ce cas est G=5,94h et le taux de croissance égal p=0,16.

» Hamraya :

106
200 -
150 -
100 -

50 -

(O o o o L B e e o I o e e o L B o e o S S
2h 6h 10h 14h 18h 22h 26h 30h 34h 38h 42h 46h 50h 54h 58h 62h 66h 70h

le temps(heures)

le nombre de cellule UFC /ml

Non mesuré hamraya

Figure 26 : Courbe de la croissance de levure dans le milieu de hamraya pendant 3 jours
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Dans ce cas, la méme linéarité de cinétique de croissance avec les variétés des dattes
précédentes a été enregistrée, telqu’on remarque que le nombre des cellules augmente en
fonction du temps dans le premier jour puis devient constant au deuxéme et au 3¢ jour
d’incubation. Le temps de génération calculé dans ce cas est G=4,94h et le taux de croissance
p=0,20.

> Mais :

106
70 -
0 ‘
50 A e

40 ’

30
20 1

lo_f
O_IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII

2h 6h 10h 14h 18h 22h 26h 30h 34h 38h 42h 46h 50h 54h 58h 62h 66h 70h
Le temps (heures)

le nombre de cellule UFC/ml

------ Non mesuré —o— Mais

Figure 27 : Courbe de la croissance de levure dans le milieu de mais pendant 72 heures

En ce qui concerne la courbe de la production de levure dans le mais, nous avons remarqué
qu’elle est différente par rapport a celles obtenues avec les dattes. Au début nous avons constaté
un taux de croissance faible et augmente lentement dans le premier jour, alors au 2¢ et 3¢ jour
nous avons enregistré une continuité d’augmentation et il n’y a pas la phase de stabilité
remarquée chez les variétés des dattes. Et ce, qui a confirmé cette différence le calcul du temps
géneration qui apparait le meilleur avec G=2,13 et un taux de croissance p= 0,46 division/h. en

effet presque une division chaque 2h.

- Nous citons les photos de la figure 28 ci-dessous qui montrent les cellules de la culture de
Saccharomyces cerevisiae dans le milieu de déchet de Ghars photographiées au cours de

dénombrement en utilisant la cellule de Malassez.
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Supplément photos

Figure 28 : Observation microscopique des cellules de Saccharomyces cerevisiae dans le milieu

ghars (déchet) sous microscope en utilisant la cellule de Malassez.

Pour essayer de bien donner a notre étude une crédibilité, nous avons tenté d’utiliser une
autre méthode est celle de dénombrement des colonies apres ensemencement par étalement sur
boites contenant la gélose YPD. Pour cela un volume de 0,15uL a été pris a partir des
eppendorfs de chaque prélevement de 2h et a été étalé sur boites a 1’aide d’un rateau stérile.

1.3.2. Dénombrement des colonies de Saccharomyces cerevisiae en surface de milieu
YPD :

_ nombre de colonies

FD

" volume des gouttes

Les résultats de cette étude sont consignés dans le tableau 10.
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Tableau 10 : Dénombrement des cellules de Saccharomyces cerevisiae sur milieu solide x
dilution

Le milieu Ghars Degla Beida hamraya Mais Azerza
X 10° immature
2h 5,13 9,9 6,99 1,8 12,866
4h IND IND IND 8,9 IND
6h IND IND IND 12,4 IND
8h IND IND IND IND IND
24h IND IND IND IND IND
26h IND IND IND IND IND
28h IND IND IND IND IND
30h IND IND IND IND IND
32h IND IND IND IND IND
48h IND IND IND IND IND
72h IND IND IND IND IND

IND : indénombrable (300 colonies et plus)

La figure 29 montre le nombre des colonies obtenues de chaque prélévement de 2h pour la
culture de la levure sur le milieu liquide de la variété de Ghars.
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Supplément photos

24h 26h 28h

30h 32h

Figure 29 : Colonies de Saccharomyces cerevisiae sur milieu YPD a partir de la culture sur
milieu de ghars (déchet)

Comme le présenter le tableau 10, nous n’avons pas pu dénombrer gque les colonies
du prélévement de 2h pour toutes les variétés de dattes. Les autres prélevements a partir du 4h
et plus sont indénombrables malgré que nous avons répété le travail 2 fois en diluant les
prélévement jusqu’a la dilution 103, Et ce n’était pas pareil avec le mais car nous avons pu
dénombrer les 3 premiers prélévements pour (2h, 4h et 6h). Ceci peut confirmer la croissance
lente au début de I’incubation de la levure sur celui-ci (Figure 27)
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1.4. Estimation de la variation du pH :
Des prélevements quotidiens & intervalle de 2h ont été effectués en parallele pour
déterminer I'évolution du pH Pendant 3 jours, sur les 2 milieux (mais et Jus de datte) dans des

conditions aseptiques

N
1

0 T T T — 1 r 11111111+ 1. 1.1 1.1 1. 1. 1. 1.1 1. 1.1 1 1. T T 1T T 1T ™11

2h 6h 10h14h18h22h26h30h34h38h42h46h50h54h58h62h66h

Non mesuré Le Temps (heures)

______ —&6—Mais —l—gharsimmature hamraya sefa H—azerza

Figure 30 : Courbe des valeurs du pH de jus de dattes et jus de mais

La courbe montre que le pH pour ’ensemble des variétés de datte était entre 5 et 6 dans
le dexieme heure de prélevement, puis diminue de la méme allure jusqu’a valeur de 3. Par

contre pour le mais, le pH commence par une valeur de 6 au 2h puis diminue Iégerement.

1.3. Lyophilisation :

Apres la lyophilisation de cellules obtenues par culture sur les
milieux de jus de dattes et de mais, nous avons procédé immédiatement le
test de viabilité de notre échantillon. Pour cela, nous avons essayé de
réhydrater et ensemencer sur milieu liquide et solide YPD, les cellules
lyophilisées. Le résultat obtenu est négatif car nous n’avons pas enregistré
aucune croissance ni sur milieu liquide ni solide. Il faut noter que plusieurs

essayes de revivification ont été faites (choc thermique, mécanique...)

mais vainement et le pourcentage de viabilité=0.
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2. Discussion :

Notre objectif par ce travail est d’essayer de cultiver la levure Saccharomyces
cerevisiae sur différents milieux de jus de dattes et essayer de connaitre dans quelle mesure
qu’on peut utiliser ces derniers pour la production de cette levure. Pour cela et en premier lieu
nous avons utilisé une levure de Saccharomyces cerevisiae commercialisée pour la cultiver sur
milieu solide YPD a base d’extrait de levure, peptone et glucose. Le choix de ce milieu est basé
sur des travaux des chercheurs ayant montré que ce dernier est utilisé en biotechnologie. Selon
Nguyen (2016) ce milieu sélectif est riche et contient tous les nutriments essentiels pour le
développement cellulaire et a été utilisé pour dénombrer les colonies sur milieu gélosé. La
premiére partie de notre travail expérimental est consacré pour la culture de levure sur les
milieux solides de jus de dattes. Cette derniére a montré une grande capacité de croissance sur
toutes les dilutions solides des variétés de dattes choisies Ghobrini et al. 2012 ont essayé non
seulement de cultiver la levure Saccharomyces cerevisiae sur milieu solide des rebuts de dattes
mais aussi de 1’utiliser pour la fermentation pour produire 1’éthanol.

En ce qui concerne la culture de notre levure sur milieu liquide et d’aprés ce que nous
avons décrit dans les résultats nous pouvons déduire la présence de deux phases trés bien
explicites de croissance dans tous les milieux liquides des variétés de dattes choisies. Il s’agit
de la phase exponentielle et la phase stationnaire, la phase de latence n’était pas claire. Ce, qui
n’est pas le cas pour le mais qui a présenté une longue période de latence. Ces résultats ne
peuvent étre expliquées que par le contenu des dattes qui comprend trois types de sucre : le
saccharose, le glucose et le fructose et la meilleure production de la biomasse de S. cerevisiae
est observée dans le cas d’assimilation des hexoses comme le glucose et le fructose que ce soit
pures ou contenus dans ’extrait de dattes (Siboukeur, 1997). Au premier temps la levure dans
les dattes consomme les sucres simples le glucose et le fructose en effet ces nutriments pouvant
pénétrer facilement a travers la paroi et la membrane cellulaire des levures (Chniti, 2015)

La décroissance ou la stabilité de la courbe quelques fois suivi d’une augmentation peut
étre expliqué par le fait que lorsque le glucose ou le fructose est finit dans le milieu la levure
commence a hydrolyser Le saccharose en glucose et fructose par l'action de I'enzyme invertase
(B-fructofuranosidase), sécrétée dans le milieu extracellulaire. Ceci explique

Quant au mais, la reproduction a d'abord été lente car le mais contient de I'amidon, un
sucre complexe. Selon des études antérieures de Reyes et al. (2016) S. cerevisiae ne posséde
pas toutes les enzymes amylolytiques, principalement I'amylase a et B, qui participent a la

rupture des chaines d'amidon en glucose. De plus, la production d'a-glucoamylases est assez
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lente, En présence de chaines d'amidon insolubles et d'un manque de sucre, S. cerevisiae est
capable de subir une adaptation pour la production d'a-glucoamylases, et briser la chaine
d'amidon pour produire un substrat accessible (comme le glucose).

Selon les valeurs de temps de génération G et de taux de croissance |A hous pouvons
déduire que le mais est relativement meilleur par rapport aux variétés de dattes car il a un temps
de génération G=2,13h. il est vrai que la croissance de levure au début dans ce milieu est lent
mais a long terme est meilleur et dans les 3 jours de cinétique nous n’avons pas marqué
I’apparition de la phase stationnaire dans ce milieu, par contre dans tous les milieux des variété
de dattes la phase stationnaire est apparu apres 24h ou 26h. Nous pouvons faire 1’ordre 1’ordre
des milieux par rapport a leurs faveur pour la production de levure selon le taux de croissance
comme suit : le mais (u=0,46 h') puis Degla beida (1=0,20 h'!) puis Hamraya (u=0,20 ht) puis
Azerza (U=0,17 h'!) puis Ghars (u=0,17 h*%). Ould el hadj et al. (2006) ont noté le faible taux
de croissance dans le milieu naturel deglet nour par rapport au méme milieu enrichi.

La diminution du pH que ce soit pour le milieu de mais ou les dattes lors de fermentation
dd a la consommation des sucres et la production des acides organiques (Scriban, 1988 ;
Guinet et Godon, 1994 ; Torija et al., 2003).

En ce qui concerne 1’échec de revivification de la levure apres lyophilisation peut étre
expliqué par la quantité du protecteur ‘skin-milk’ qu’on a utilisé car nous avons dépassé
beaucoup par la faute la quantité conseillée au protocole suivi. En plus en suivant ce protocole
nous avons utilisé que le skin milk mais selon Chin (2021), une meilleure protection contre la
lyophilisation et celle qui combine entre les protecteurs skin milk, maltose, trehalose (taux de
survie 61%).
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Conclusion

Conclusion :

Le travail que nous avons entrepris a pour objectif de trouver une solution pour produire
la levure boulangéere (Saccharomyces cerevisiae) avec des méthodes moins couteuses. Pour
cela, nous avons pensé a la production de cette levure sur un milieu de jus des dattes a moindre
valeur marchande et un milieu de Jus de mais. Ainsi, nous avons préparé des dilution D1, D2,
D3 et D4 de jus de dattes pour 4 variétés a savoir : Azerza, Hamraya, Ghars et Degla Beida et
un jus de mais. Nous avons cultivé la levure sur les milieux solide puis sur les milieux liquides
des différents jus. Le suivi de la cinétique sur les milieux liquides était en utilisant la méthode
de dénombrement de la cellule de Malassez. A partir des graphes obtenus nous avons déduit les
parametres de croissance : Le taux de croissance et le temps de génération. Les résultats obtenus
ont montré que : le milieu de mais est meilleur avec un temps de génération G=2,13h et un taux
de croissance u=0,46 h*. Par contre les valeurs de ces paramétres de croissance obtenues avec
les variéteés de dattes sont comme suit :

(Degla beida, G=4,89 h ; u=0,20 hY), (Hamraya, G=4,94 h ; p=0,20 h'l), (Azerza, G=5,79 h ;
u=17 ht) et (Ghars, G=5,94 h ; u=0,16 h%).
En fin de cette étude nous pouvons dire le milieu naturel de mais est préféré pour la production
de Saccharomyces cerevisiae et comme perspective de cette étude nous pouvons citer :

- Etudier les facteurs favorisants et défavorisant la culture de S.C sur mais

- Rechercher les conditions favorables menant a une production maximale de S.C sur

malis.
- Trouver le probléme du taux de survie obtenu nulle apres la lyophilisation
- Penser a d’autres méthodes que la lyophilisation pour sécher la levure car la

lyophilisation est couteuse.
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Milieu YPD : extrait de levure :10 g /I ; peptone :20 g/l ; glucose : 20 g/l ;agar : 20 g/l

Eau distillé 2000 ml ; pH=7

Milieu bouillon nutritif : extrait de malte : 1,5 g/l ; Nacl :0,5 g/l ; peptone : 1,5 g/l

Eau distillé 150 ml ; pH =7

Le jus de datte : Les dattes utilisées : Ghares seche de palmiers , azerza , dehgla écrasé,

hamraya , a une faible qualité marchande. ’ELMENIAA

Figure 31 : Datte a moindre valeur marchand de azerza

Figuire 32 : Datte a moindre valeur marchand utilisée

hamraya
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Figure 33 : Datte a moindre valeur marchand utilisée

ghars immature

Figure 34 : Datte a moindre valeur marchand utilisée

degla beida
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+ Le jus est préparé de cette facon :

0,

*,

«» Pour les dattes

Laver les dattes a 1’cau de robinet.

Dénoyauter les.

Rajouter 1’eau a raison de 2 litres par 1 kg de pulpe de datte.

Chauffer le mélange a 80°C pendant 2 heures avec plaque chauffent sous agitation
(ou laisser macérer une nuit).

Filtrer le mélange a travers un tissu (une gaze).

Centrifuger le jus obtenu a 150009 pendant 10 minutes.

Recueillir le surnageant et I'utiliser en tant que solution mere pour la production

saccharomyces cerevisiae

Pour le Mais

Laver le Mais a I’eau de robinet

Rajouter I’eau a raison de 1 litre par 100 mg de Malis

Chauffer le mélange a 80°C pendant 2 heures avec plaque chauffent sous
agitation

Filtrer le melange a travers un tissu et 1’utiliser en tant que solution meére

Figure 35:appareil de lyophilisation
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Figure 36 : compteur de colonies
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