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Theme : Isolement et identification partielle de levures du genre Saccharomyces a partir des

produits laitiers : Antibiorésistance, activité antibactérienne et hémolytique.

Etudiante : Remmache Malika

Résumé :

Le but de la présente étude est d’isoler et identifier partiellement des levures du genre
Saccharomyces a partir des produits laitiers fermentés traditionnellement et d’étudier leurs
aspect sécuritaire et fonctionnel en tant que probiotiques. L’isolement sélectif nous a permis
d’identifier 7 isolats de levures appartiennent au genre Saccharomyces spp. Le test de
I’assimilation des sources carbonés nous a montré que tous les isolats sont capables de
fermenter le fructose et le sucrose et incapable d’assimiler 1’arabinose. De plus, tous les
isolats de levures testés ne présentent aucune activité hémolytique (y hémolyse) et possedent
ainsi une activité protéolytiqgue remarquable. Toutes les Saccharomyces spp. isolées ont
également résisté aux antibiotiques testés (Erythromycine, Ampicilline, Gentamicine et
Tetracycline) et montré une meilleure activité antibactérienne contre tous les gram-positifs
testés (Staphylococcus aureus et Listeria innocua). Néanmoins, aucune une activité
antibactérienne n’a été observée vis a vis Escherichia coli, bacilles gram négatif. Ce travail
est une étude préliminaire inscrit dans le cadre de la recherche des levures du genre
Saccharomyces afin de sélectionner des souches probiotiques pures pour pouvoir étre utilisé

dans le secteur alimentaire et/ou médical.

Mots clés : Saccharomyces, probiotique, hémolyse, protéolyse, antibiorésistance, activité
antibactérienne, produit laitier.



Theme : isolation and partial identification of yeasts of the Saccharomyces genus from dairy

products: antibiotic resistance, antibacterial and haemolytic activity.

Student : Remmache Malika
Abstract :

The aim of this study is to isolate and identify partially of yeasts of the Saccharomyces genus
from traditional fermented dairy products and study their safety and functional aspects as
probiotics. Selective isolation allowed us to identify 7 yeast isolates belonging to the genus
Saccharomyces spp. The test of the assimilation of carbon sources showed us that all isolates
are able to ferment fructose and sucrose and unable to assimilate arabinose. Moreover, all the
yeast isolates tested show no haemolytic activity (y haemolysis) and thus possess remarkable
proteolytic activity. All Saccharomyces spp. isolates were also resistant to the tested
antibiotics (Erythromycin, Ampicillin, Gentamicin and Tetracycline) and showed better
antibacterial activity against all the gram-positives bacteria (Staphylococcus aureus and
Listeria innocua). However, no antibacterial activity was observed against Escherichia coli,
gram-negative bacilli. This work is a preliminary study within the framework of the research
of yeasts belonging Saccharomyces genus to select pure probiotic strains to be used in the

food and/or in the medical sector.

Keywords: Saccharomyces, probiotic, haemolysis, proteolysis, antibiotic resistance,

antibacterial activity, dairy product.
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Introduction



Introduction :

Le lait signifie depuis I’antiquité un symbole de richesse chez les civilisations anciennes. Les
égyptiens, les grecs, les romains et les musulmans ont développé et s’intéressé en ce qui
concerne la fermentation des aliments y compris le secteur de lait et produits laitiers, ils ont
fabriqué des fromages et des boissons a base de lait cru. Nos jours le lait et ses dérivés
représentent une part indispensable au secteur alimentaire chez tous les pays, car il représente
un aliment complet, riche en nutriments de base (protéines, glucides et lipides) et sa richesse
en vitamines et en minéraux, notamment en calcium alimentaire (FAO, 1995). Les dérivés
laitiers sont préparés a la base par fermentation du lait soit de vache, brebis, chamelle ...etc.
Le Lben par exemple est une boisson qui peut étre préparé traditionnellement par
fermentation spontanée du lait cru a la température ambiante pendant 24h a 48h jusqu’a
coagulation (Benkerroum et Tamime, 2004). Ensuite, on peut extraire le beurre « Zebda » a
partir de ce Lben par un barattage manuel dans une « Chaquoa ». Cette fermentation est
menée par des bactéries lactiques et éventuellement d'autres micro-organismes, notamment

des levures.

Les levures sont des microorganismes unicellulaires qui peuvent étre utilisées dans plusieurs
industries alimentaires (produits laitiers, boissons alcoolisées, panification...etc.) et
notamment en médecine car ils possédent des propriétés probiotiques importants, par exemple
Saccharomyces cerevisiae extraites a partir des dérivés laitiers fermentés peut étre considéré
comme une souche probiotique (Moradi et al., 2018). Pour choisir une souche de levure qui
représente des propriétés probiotiques nous devant tester par exemple ses criteres de sécurités
comme leurs activités hémolytiques et leurs résistances aux antibiotiques ainsi leurs criteres
fonctionnels comme leurs activités protéolytique et leurs inhibitions de certains genres de

bactéries.

Dans le méme contexte, le but de cette étude était d’isoler et identifier partiellement les
levures du genre Saccharomyces a partir des produits laitiers fermenté traditionnellement et
étudier leurs capacités a fermenté quelques sucres (le glucose, le fructose, le maltose, le
lactose, le sucrose, le galactose et D’arabinose), leurs critéres de sécurité (activités
hémolytiques, résistances aux antibiotiques qui peut jouer un role trés important dans le
domaine médicale pour ses bienfaits sur la santé) ainsi que leurs critéres fonctionnels (activité

protéolytique et antibacterienne) (Belhamra, 2017) .

Notre travail est scinde en deux parties principales :



> La premiere partie est consacrée a une synthese bibliographique sur les produits
laitiers fermentés traditionnellement, le deuxieéme chapitre porte sur les levures et leurs
caractéristiques, le troisiéme sur les utilisations industrielles des levures et le dernier
chapitre sur les probiotiques.

» La deuxiéme partie expérimentale est basée sur 1’isolement, purification, identification
classique des levures, ainsi que 1’étude de leurs profils probiotiques, enfin nous
terminerons ce travail par une conclusion et des perspectives pour poursuivre cette

étude.



Partie
bibliographique



Chapitre I : les dérivés laitiers

I-1- Geénéralités sur le lait

Le lait est un aliment de couleur blanchatre produit par les cellules sécrétrices des glandes
mammaires des mammiferes femelles. Le lait sécrété dans les premiers jours aprés la
parturition s’appelle le colostrum. Quelle que soit I’espece, la fonction premiére du lait est de
nourrir la progéniture jusqu’a ce qu’elle soit sevrée. Dans la plupart des civilisations
humaines, le lait des animaux domestiques (vache, brebis, chévre, jument, yak, chamelle,
dromadaire, bufflonne, renne) est couramment consommé, mais 1’industrialisation concerne
principalement le lait de vache, et a plus petite echelle, le lait de brebis et de chévre (Vilain,

2010). Le tableau ci-dessous regroupe la composition du lait de vache.

Tableau 1. La composition du lait de vache (Deshapriya et al., 2019).

COMPOSITION POURCENTAGE
EAU 87.5
MATIERE SECHE 12.7
GRAISSE 45
PROTEINES 2.9
LACTOSE 4.1
CENDRE 0.8

I-2- Les dérivés laitiers traditionnels :

I-2-1- la fermentation :

Les historiens ont trouvé des preuves de fermentation dans des préparations alimentaires et de
boissons remontant a 7000 av J-C. Cette fermentation, utilisé comme méthode de
conservation, dépend de la croissance microbienne dans le produit fermenté et se caractérise
par des changements de la qualité organoleptique des aliments (Sulieman, 2020). C’est un
processus de métabolisme central dans lequel un organisme convertit un glucide, tel que

I'amidon ou le sucre, en alcool ou en acide. Par exemple, la levure effectue une fermentation
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pour obtenir de I'énergie en convertissant le sucre en alcool. Les procédes de production de
vins, bieres et cidres sont traditionnellement réalisés avec les souches de Saccharomyces
cerevisiae, la levure la plus courante et la plus disponible sur marché. Les levures jouent
également un role clé dans le traitement des eaux usées ou la production de biocarburants. De
nombreux autres produits industriels importants sont le résultat de la fermentation, comme le

yaourt, fromage, pain, café (Maicas, 2020).
I-2-2- Les produits fermentés :
1-2-2-1. Lben:

Lben est un lait fermenté rafraichissant acide consommeé en boisson d accompagnement
certains aliments ou un dessert. Le processus de fabrication traditionnel du Lben implique la
fermentation du lait cru, ou éventuellement du lait de chevre, contenant le lait de départ et/ou
la microflore naturelle a température ambiante pendant 24 a 72 heures jusqu'a ce qu'un
coagulum faible se développe. Le coagulum obtenu est baratté pour séparer le Lben du beurre
formé (Mkadem et al., 2022). La composition physico-chimique de Lben est variable ; les
valeurs moyennes des composants principaux sont : pH : 4,2 ; acidité titrable : 8,2 g d'acide
lactique/l ; matieres grasses : 8,9 g/l ; protéines totales : 25,6 g/l ; lactose : 26,9 g/l ; matiere
seche totale : 89 g/l (Tantaoui-Elaraki et EI Marrakchi 1987).

1-2-2-2. Zebda :

Selon le Codex Alimentarius, Zebda (beurre traditionnel) est un produit gras deérivé
exclusivement du lait et/ou de produits obtenus a partir du lait, principalement sous forme

d’une émulsion du type eau dans huile. Il est obtenu par barattage de la creme du lait

(Benkerroum, 2013).

La Fermentation traditionnelle du lait et I’extraction du beurre (Zebda) est demeurée au stade
familial ou artisanal : le lait est abandonné a lui-méme dans une jarre en terre cuite ou une
outre en peau de chévre jusqu'a sa coagulation a température ambiante et dure 24 a 48 h
suivant la saison. Le barattage qui lui succéde est réalisé soit dans I'outre, qu'un manipulateur
doit secouer energiquement avec les deux mains (Figure 1), soit dans une jarre, en utilisant un
instrument constitué d'un manche long portant a son extrémité inférieure deux disques en bois
de diametres différents. Dans les deux cas, cette opération dure 30 a 40 min. A la fin du
barattage, on ajoute généralement un certain volume d'eau (environ 10 % du volume du lait),

chaude ou froide, suivant la tempeérature ambiante, de facon a ramener la température de



I'ensemble a un niveau convenable au rassemblement des grains de beurre. Celui-ci est
récupéré, généralement a la main, mais certains fabricants filtrent le Lben sur une toile, dans

le but de recueillir le maximum de beurre (Tantaoui-Elaraki et al.,1983).

Figure 1. Le barattage traditionnel a I’aide d’une « Chaquoa » (Leksir et al., 2019).

|1-2-2-3. Jben :

Le méme produit est connu dans d'autres les pays arabes sous le nom de « Jibnah baida », qui
signifie « fromage blanc ». Le lait cru (de vache, de chévre ou un mélange des deux) est
recueilli dans un vase en terre cuite et mis a fermenter spontanément a température ambiante
jusqu'a coagulation. A ce stade, le caillé (Rayeb) est obtenu de la méme maniére que pour
Lben, sauf qu'un volume plus important de lait est nécessaire et, par conséquent, la période de
remplissage des moisissures s'étend sur une période de 3 a 4 jours. Le caillé est puis transféré
dans un sac en tissu de mousseline qui est attaché et suspendu pour égoutter pendant 2 a 3

jours supplémentaires. Joen plus ferme est obtenu en prolongeant la période de drainage
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jusqu'a 10 jours pour obtenir la consistance souhaitée. Le fromage est ensuite vidé du sac en
tissu, coupé en morceaux, salé en surface et conditionné pour vidange supplémentaire
(Benkerroum et Tamime.2004). Avec une moyenne de 62,5% d'humidité, 16,5 % de
matieres grasses, 15,8 % de protéines brutes, 4,1 % de lactose, 1,04 % d'acidite titrable et pH
4,1 (Leksir et al., 2019).

1-2-2-4. Klila:
1-2-2-4-1. Klila fraiche:

Pour éviter la dégradation pendant la phase de stockage, "Lben" est chauffé modérément (55—
75 °C) jusqu'a ce que le lactosérum soit séparé ; le coagulum obtenu, appelé « Klila »,
fabriqué en plusieurs régions d'Algérie, est consommé comme fromage frais aprés drainage
naturel (Leksir et al., 2019).

I-2-2-4-2. Klila sec (déshydraté) :

Comme il peut étre consommeé frais, le fromage "Klila" peut également étre coupé et séché (2
a 15 jours selon la saison) et puis utilisé apres réhydratation comme ingrédient dans des
préparations culinaires. Sous sa forme déshydratée, il peut étre conservé plusieurs années a la
température ambiante, dans des pots en terre cuite ou sacs en peau de chevre (Leksir et al.,
2019).

1-2-2-5. Smen :

Le surplus de beurre produit est transformé en beurre rance « Smen » en lavant le beurre frais
avec de I’eau tiede, saumurage, puis salage a sec (saupoudrage en surface, 8-10 g/100 g). Le
smen est un dérivé gras du lait populaire dans les pays du Maghreb, notamment I'Algérie et le
Maroc (Leksir et al., 2019).



Lait cru

Fermentation spontanée a
température ambiante (24-48h)

Moulage Lait caillé
Barattage
Egouttage
Lben Zebda
Remoulage
Chauffage
Salage en surface Tamisage
(optionnel)
Jben Klila

Figure 2. lllustration schématique pour la fabrication de produits laitiers fermentés
traditionnellement (Benkerroum et Tamime, 2004).



I-3- La microflore du lait :

Les micro-organismes peuvent péneétrer dans le lait par contact avec I'animal, y compris les
tétines, les peaux, les matieres fécales ; également le logement, la litiére, la nourriture, 1’air et
I’eau. Contacter avec matériel agricole et matériel de traite ainsi qu'une hygi¢ne insuffisante
de la ferme ou du personnel peut influencer la teneur microbienne du lait. Selon Quigley et
al. (2013), une fois dans le lait, ces micro-organismes peuvent jouer un role important dans la
fabrication de produits laitiers ; ils peuvent contribuer a promouvoir la santé humaine ou
I'amélioration de la sécurité alimentaire. D'autre part, ces micro-organismes peuvent entrainer
la détérioration du lait et des produits laitiers ou ils peuvent contribuer aux maladies chez les

humains. Parmi ces microorganismes, on peut citer :

o Microorganisme qui contribue aux technologies alimentaires: Lactocoque,
Lactobacille, Streptocoque, Leuconostoc, Entérocoque, Propionibactérie,

o Microorganismes de détérioration : Pseudomonas, Acinetobacter, Chryséobactérie
Clostridium, Phage,

o Microorganismes pathogénes: Listeria, Staphylocoque, Escherichia coli,
Campylobacter Mycobactérie, Champignons — Aflatoxine,

o Microorganismes bénéfiques pour la santé: Lactocoque, Lactobacille,

Streptocoque, Leuconostoc, Entérocoque et Certaines levures.



Chapitre Il : Les levures

I1-1. Définition des levures :

Les levures sont des micro-organismes eucaryotes (noyau delimité), non photosynthétiques,
chimio-hétérotrophes (puisent leur énergie dans la dégradation de substances organiques
variées), champignons a thalle unicellulaire immobiles. Le thalle de la levure est I'appareil
végetatif le plus simple, sans racine ni tige, sans rameau feuillu et non chlorophyllien. Leur
morphologie est d'une grande importance taxonomique. Leur taille est d'environ 20 um en
longueur et de 1 a 10um une en largeur. Les levures sont de grande taille par rapport aux
bactéries ce qui rend possible I'examen direct. La masse cellulaire des levures est 100 fois
plus grande que celle des bactéries et elles se divisent 4 fois moins rapidement. De par leur
croissance moins rapide, elles ne peuvent donc pas leur nuire en épuisant les réserves
nutritives du milieu. Néanmoins, elles peuvent aisément supporter leur compétition. Par
ailleurs, elles sont parfois utiles a d'autres microorganismes comme les bactéries lactiques a

qui elles apportent les acides aminés nécessaires (Hanckeé, 2000).

Paroi

Membrane Ex_o_cltgy_g-_ Espace périplasmique

Apparell
de Golgl

Plasmide

2 microns

f Réticulum

ADN 4/ endoplasmique
mitochondrial 4 rnugueLx avec

ribosomes fixés
Ribosomes
libres

Cicatrice de bourgeonnement  Polymétaphosphate

Figure 3. La cellule levurienne (Hancké, 2000)



Tableau 2 : Composants fonctionnels d'une cellule de levure idéale (Walker, 2009).

Organite

Membrane cellulaire

Le noyau

Mitochondrie

Réticulum

endoplasmique

Protéasome

Appareil de Golgi et

Vésicules

Vacuole

Peroxysomes

Fonction
Comprend la membrane plasmique qui agit comme une barriére sélectivement
perméable pour le transport des molécules entrant et sortant des cellules
fongiques; le périplasme contenant des protéines et des enzymes incapables de
pénétrer la paroi cellulaire; la paroi cellulaire qui assure la protection et la
forme et elle est impliquée dans les interactions cellule-cellule, la réception du
signal et les activités enzymatiques spécialisées ; fimbriae impliqué dans la
conjugaison sexuelle; et gélules pour protéger les cellules de la déshydratation

et des attaques des cellules immunitaires

Il contient des chromosomes (complexes ADN-protéine), qui transmettent
I’information génétique aux cellules filles lors de la division cellulaire, et le
nucléole, site de transcription et de traitement de I’ARN ribosomique.
Responsable, dans des conditions aérobies, du metabolisme respiratoire et,
dans des conditions anaérobies, de métabolisme des acides gras, des stérols et
des acides aminés

Les ribosomes du réticulum endoplasmique rugueux sont les sites de
biosynthése des protéines (traduction de I’ARNm séquences de nucléotides en
séquences d’acides aminés dans une chaine polypeptidique)

Complexes de protéases multi-sous-unités impliqués dans la régulation du
renouvellement des protéines

Systeme sécrétoire pour I’import (endocytose) et I’export (exocytose) des
protéines

Réservoir intracellulaire (acides aminés, polyphosphate et ions métalliques),
protéolyse, trafic de protéines et contrdle du pH intracellulaire

Se produisent dans certaines levures méthylotrophes (utilisatrices de
méthanol) pour utiliser de maniére oxydative les sources de carbone et d’azote
(y compris la catalase et I’oxydase). Les glyoxysomes contiennent les

enzymes du cycle du glyoxylate
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I11-2. Classification des levures :

La classification selon Kreger-Van (1984) qui présente en particulier, de nouveaux critéres
taxonomiques sont pris en considération pour permettre des études plus rigoureuses. Il s’agit
d’un groupe hétérogeéne, qui d’un point de vue taxonomique, comprend une soixantaine de
genres et pres de 500 especes (Kreger-Van, 1984). Les levures se divisent en 3 grandes

classes :

e Les ascomyceétes : genres sexués, ou les produits de la méiose ou ascospores sont
endogénes et enfermés dans une structure issue du zygote : 1’asque,

e Les basidiomycétes : genres sexués, ou les produits de la méiose ou basidiospores
(chez les levures sont souvent appelés ballistospores) sont exogenes et émis a
I’extérieur du zygote,

e Les deutéromycetes (levures imparfaites) : genres asexués ne se multipliant que par

reproduction végétative.

11-3. Taxonomie :

L'espece de levure la plus exploitée commercialement, Saccharomyces cerevisiae (levure de
boulanger), appartient a la sous-division des champignons Ascomycotin. Résume la hiérarchie
taxonomique de la levure en utilisant S. cerevisiae comme exemple. D'autres genres de
levures sont classés dans le genre Basidiomycota (par exemple Cryptococcus spp. et
Rhodotorula spp.) et Deuteromycotina (par exemple Candida spp. et Brettanomyces spp.). On
peut classés les levures selon la forme comme il est montré dans le tableau 3 ci-dessous. Il
existe environ 100 genres de levures reconnus (Walker, 2009). Le tableau ci-dessous montre

la classification des levures selon la forme :
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Tableau 3 : Diversité des formes de cellules de levure (Walker, 2009).

Forme de cellule

Ellipsoide

Cylindrique

Apiculé
Ogivale

En forme de flacon

Pseudohyphes

Hyphe

Di-morphique

Divers

Description

Cellules de forme ovoide

Cellules allongées a extrémités
hémisphériques

En forme de citron

Cellule allongée arrondie a une
extrémité pointue

Cellules se divisant par fission des
bourgeons

Chaines de cellules de levure
bourgeonnantes, qui se sont allongees

sans se détacher.

Les cellules de levure basidiomycéte
poussent dans le sens de la longueur
pour former des fils ramifiés ou non
ramifiés ou de véritables hyphes,
parfois avec des septa (parois
transversales) pour constituer
mycélium.

Levures qui poussent végétativement

sous forme de levure ou filamenteuse

Triangulaire
Incurve
Traqué

Sphérique

12

Genre de levure

Saccharomyces

Schizosaccharomyces

Hanseniaspora, Saccharomycodes

Dekkera, Brettanomyces

Pityrosporum

Parfois trouvé dans les cellules
affamées de Saccharomyces
cerevisiae et fréqguemment chez
Candida albicans

Saccharomycopsis spp

C. albicans, Saccharomycopsis
fibuligera, Kluyveromyces
marxianus, Malassezia furfur,
Yarrowia lipolytica, Ophiostoma
novo-ulmi, Sporothrix schenkii,
Histoplasma capsulatum
Trigonopsis

Cryptocoque

Stérigmatomyces

Débaryomyces



I11-4. Habitats naturels des communautés de levures :

Les levures ne sont pas aussi omniprésentes dans les environnements naturels que les
bactéries, mais elles peuvent toujours étre isolées du sol, de I'eau, des plantes, des animaux et
des insectes. L'habitat préféré de la levure est le tissu végétal (feuilles, fleurs, fruits), bien que
certaines especes aient des relations symbiotiques ou parasitaires avec les animaux. Certaines
levures, en particulier Candida albicans, sont des pathogénes humains opportunistes.
Certaines especes de levure ont un faible potentiel hydrique (c'est-a-dire des concentrations
élevées de sucre ou de sel), des tempeératures basses (certaines levures psychrophiles sont
isolées localement) et une faible disponibilité d'oxygéne (par exemple, du tractus intestinal)
(Walker, 2009).

11-4-1. Le sol : Le sol ne peut étre qu'un réservoir pour la survie a long terme de nombreuses
levures, pas un habitat. Cependant, la levure est omniprésente dans les sols cultivés (environ
10 000 cellules de levure par gramme de sol) et n'est présente que dans la couche aérobie
superieure du sol (10-15 cm). Certains genres sont isolés uniquement du sol (par exemple
Lipomyces et Schwanniomyces) (Walker, 2009).

11-4-2. L’eau : La levure est présente dans les couches superficielles d'eau douce et d'eau de
mer, mais pas en grande quantité (environ 1 000 cellules par litre). De nombreux isolats de
levures aquatiques appartiennent au genre pigment rouge (Rhodotorula). Debaryomyces
hansenii est une levure tolérante au sel qui peut se développer dans des solutions salines

presque saturées (Walker, 2009).

11-4-3. L’atmosphére : On peut s'attendre a un petit nombre de cellules de levure viables par
meétre cube d'air. Les génes Cryptococcus, Rhodotorula, Sporoboromyces et Debaryomyces
sont détectés dans les couches au-dessus de la surface du sol, distribués par les courants d‘air
(Walker, 2009).

11-4-4. Les plantes : L'interface entre les nutriments solubles dans les plantes (sucres) et le
monde septique est une niche commune pour les levures (par exemple, la surface du raisin).
La propagation des levures dans la phyllosphére est facilitée par les insectes (par exemple, la
drosophile). Certaines levures sont des phytopathogenes. La présence de nombreux composés
organiques en surface et dans les zones de décomposition (exsudats, fleurs, fruits,
phyllosphére, rhizosphére, zones nécrotiques) crée des conditions favorables a la croissance

de nombreuses levures (Walker, 2009).
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11-4-5. Les animaux : Certaines levures non pathogenes se trouvent dans le tractus intestinal
et la peau des animaux a sang chaud. Certaines levures (par exemple Candida albicans) sont
pathogenes opportunistes pour les humains et les animaux. De nombreuses levures sont
associees a des insectes, qui agissent comme des vecteurs importants dans la propagation
naturelle de la levure (Walker, 2009).

11-4-6. Construction et environnement : Les levures sont largement répandues dans les
batiments, par exemple Aureobasidium pullulans (levure noire) est courante dans les sols
humides. Le papier peint naturel. Les levures bourgeonnantes sont facilement isolées des

surfaces du sous-sol (tuyaux et réservoirs) (Walker, 2009).
11-5. Mode de reproduction des levures :

Le bourgeonnement est le mode de reproduction végétative le plus courant chez les levures et
est typique des levures ascomycétes comme S. cerevisiae. Les bourgeons de levure sont initiés
lorsque les cellules méres atteignent une taille cellulaire critique & un moment qui coincide
avec le début de la synthése d'ADN. Ceci est suivi d'un affaiblissement localisé de la paroi
cellulaire et cela, associé a la tension exercée par la pression de turgescence, permet
I'extrusion du cytoplasme dans une zone délimitée par le nouveau matériau de paroi cellulaire
(Walker, 2009). Les parois cellulaires des bourgeons meres et filles sont contigués pendant le

développement des bourgeons.

o Le bourgeonnement multilatéral est courant dans lequel les bourgeons filles émanent
de différents endroits sur la surface de la cellule mere montre un bourgeonnement
multilatéral chez S. cerevisiae. Chez S. cerevisiae, la taille des cellules a la division est
asymétrique, les bourgeons étant plus petits que les cellules meéres lorsqu'ils se
séparent (Figure-). Certains genres de levures (par exemple, Hanseniaspora et
Saccharomycodes) subissent un bourgeonnement bipolaire, ou les bourgeons sont
limités aux extrémités des cellules en forme de citron. Le tissu cicatriciel sur la paroi
cellulaire de la levure, connu sous le nom de cicatrices de bourgeon et de naissance,
reste respectivement sur le bourgeon fille et les cellules meres. Ces cicatrices sont
riches en chitine polymére et peuvent étre colorées avec des colorants fluorescents
(par exemple, calcofluor blanc) pour fournir des informations utiles concernant les
ages chez S. cerevisiae, puisque le nombre de cicatrices représente le nombre de

cycles de division cellulaire terminés (Walker, 2009).
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o La fission est un mode de reproduction veégétative caractérisé par especes de
Schizosaccharomyces, qui se divisent exclusivement en formant un septum cellulaire
qui resserre la cellule en deux filles de taille égale (Figure-5). Dans Sch. pombe, qui a
été largement utilisé dans les études du cycle cellulaire eucaryote, nouvellement divisé
les cellules filles poussent dans le sens de la longueur de facon monopolaire pendant
environ un tiers de leur nouveau cycle cellulaire. Les cellules passent ensuite a une
croissance bipolaire pendant environ les trois quarts du cycle cellulaire jusqu'a ce que
la mitose soit initiée a un stade de longueur cellulaire constante (Walker, 2009).

o La croissance filamenteuse se produit dans de nombreuses espéces de levures et peut
étre considérée comme un mode de croissance Vvégétative alternative au
bourgeonnement ou a la fission. Certaines levures présentent une propension a se
développer avec de vrais hyphes initiés a partir de tubes germinatifs (par exemple, C.
albicans,), mais d'autres (y compris S. cerevisiae) peuvent se développer de maniere
pseudohyphale lorsqu'ils sont induits a le faire par des conditions défavorables. La
croissance des hyphes et des pseudohyphes représente différents développements dans
les levures, mais les cellules peuvent revenir a une croissance unicellulaire lors du
retour a des conditions de croissance plus propices. La filamentation peut donc
représenter une adaptation a butinage par les levures lorsque les nutriments sont rares
(Walker, 2009).

Secretory

vesicles Endoplasmic

reticulum

Mitochondrion

Golgi

Vacuole

= cell
membrane

Figure 4. Bourgeonnement unipolaire d’une cellule de levure (Walker & Stewart, 2016).
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Figure 5. Les deux modes de reproductions par fission et par bourgeonnement (Abedon,
1997).

I1-6. La croissance des levures :

11-6-1. Les exigences nutritives :

La croissance des levures concerne la facon dont la cellule transporte et absorbe les
nutriments, puis intégre les fonctions de nombreux éléments constitutifs dans la cellule pour
gagner de la masse et éventuellement se diviser. La levure s'est avérée inestimable pour
déchiffrer les principaux éléments régulateurs du cycle cellulaire eucaryote, et des études avec
la levure germinale S. cerevisiae et la levure a fission Schizosaccharomyces pombe ont
démontré le contréle du cycle cellulaire (Walker, 2009). Les cellules de levure ont besoin de
macronutriments (sources de carbone, d'azote, d'oxygene, de soufre, de phosphore, de
potassium et magnésium) au niveau milli-molaire dans les milieux de croissance, et ils
nécessitent des oligo-éléments (par exemple, Ca, Cu, Fe, Mn, et Zn) au niveau micro-molaire.
Les facteurs de croissance sont organiques composés nécessaires a de trés faibles
concentrations pour des réles catalytiques ou structuraux spécifiques dans la levure, mais qui
ne sont pas utilisés comme source d'énergie. Les facteurs de croissance des levures
comprennent les vitamines, qui remplissent des fonctions vitales en tant que composants des

coenzymes ; purines et pyrimidines ; les nucléosides et les nucléotides ; acides aminés ; Les
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acides gras ; les stérols ; et autres divers composés (par exemple, les polyamines et la
choline). Les besoins en facteurs de croissance varient d'une levure a l'autre, mais lorsqu'une
espéce de levure est dit avoir un besoin en facteur de croissance, cela indique que l'espéce ne
peut pas synthétiser le facteur particulier, entrainant le ralentissement de la croissance sans

son ajout au milieu de culture (Walker, 2009).
11-6-2. Les Exigences physiques :

La plupart des espéces de levure poussent dans des environnements chauds, maigres, sucres,
acides et aérobies. La plupart des levures de laboratoire et industrielles (par exemple, les
souches de S. cerevisiae) poussent mieux a 20-30 °C. La température minimale pour la
croissance des levures est d'environ 20°C, et la température maximale est d'environ 50°C. Les
levures ont besoin d'eau a haute concentration pour leur croissance et métabolisme. Plusieurs
levures de détérioration des aliments (par exemple, Zygosaccharomyces spp.) sont capables de
résister aux conditions a faible potentiel hydrique (c'est-a-dire a fortes concentrations de sucre

ou de sel), et ces levures sont appelées osmotolérantes ou xérotolérant (Walker, 2009).

La plupart des levures poussent trés bien entre pH 4,5 et 6,5. Les milieux acidifiés avec des
acides organiques (tels que l'acide acétique et l'acide lactique) inhibent davantage la
croissance des levures que les milieux acidifiés avec des acides minéraux (tels que l'acide
chlorhydrique). La plupart des levures sont aérobies. En plus de fournir des accepteurs
d'électrons terminaux dans la respiration, la levure se développe généralement bien dans des
conditions totalement anaérobies car I'oxygene est nécessaire comme facteur de croissance
pour la biosynthése des acides gras membranaires et des stérols. Les levures sont classées
selon leurs caractéristiques de fermentation et leur réponse de croissance a la disponibilité en
oxygene (Walker, 2009).

I1-7. Les principaux métabolismes des levures :

II-7-1. Source de carbone: Les sucres sont largement utilisés par les levures.
Saccharomyces cerevisiae peut bien se développer sur le glucose, fructose, mannose,
galactose, saccharose et maltose. Ces sucres sont egalement facilement fermentés en éthanol
et en dioxyde de carbone par S. cerevisiae, mais d'autres substrats de carbone tels que
I'éthanol, le glycérol et I'acétate peuvent étre respiré par S. cerevisiae uniquement en présence
d'oxygeéne. Certaines levures (par exemple, Pichia stipitis et Candida shehatae) peuvent
utiliser des sucres pentoses a cing carbones tels que le D-xylose et le L-arabinose comme

substrats de croissance et de fermentation. Quelques levures amylolytiques (par exemple,
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Saccharomyces diastaticus et Schwanniomyces occidentalis) qui peuvent utiliser I'amidon
existant dans le milieu de croissance, et plusieurs levures oléagineuses (ex. Candida tropicalis
et Yarrowia lipolytica) peuvent se développer sur des hydrocarbures, tels que des alcanes a
chaine droite dans la gamme C10-C20. Plusieurs levures méthylotrophes (par exemple,
Hansenula polymorpha et Pichia pastoris) peuvent trés bien se développer sur le méthanol
comme seule source de carbone et d'énergie, et ces levures ont un potentiel industriel dans la
production de protéines recombinantes utilisant des génes utilisant le méthanol comme
promoteurs (Walker, 2009). Les principaux devenirs métaboliques des sucres dans les levures
sont les voies dissimulatrices de la fermentation, de la respiration et les voies assimilatrices de
gluconéogenese et biosynthése des glucides. Les levures dites fermentaires sont capables
d’utiliser des substrats organiques (sucres) en anaérobiose comme donneurs d’électrons,

accepteurs d’¢lectrons et sources de carbone.
I1-7-2. Source d’azote :

Bien que les levures ne puissent pas fixer I'azote moléculaire, les sources simples d'azote
inorganique telles que les sels d'ammonium sont largement utilisées. Le sulfate d'ammonium
est un nutriment dans les milieux de croissance de levure car il fournit une source d'azote et
de soufre assimilables. Quelques levures peuvent également se développer sur le nitrate
comme source d'azote, et, s'il en est capable, peut également utiliser des concentrations sub-
toxiques de nitrite. Une variété de composés azotés organiques (acides aminés, peptides,
purines, pyrimidines et amines) peut également assurer les besoins en azote de la cellule de
levure. La glutamine et les acides aspartiques sont facilement désaminés par les levures et

agissent donc comme une bonne source d’azote (Walker, 2009).

La levure stocke également des quantités relativement importantes d’acides aminés dans les
vacuoles, y compris 1’arginine. Les ions ammonium peuvent étre directement assimilés au
glutamate et & la glutamine qui agissent comme précurseurs pour la biosynthése d’autres
acides aminés. Le mode exact d’assimilation de I’ammonium par la levure dépend
principalement de la concentration des ions ammonium disponibles et du pool intracellulaire
d’acides aminés. Les acides aminés peuvent é&tre dissimilé (par décarboxylation,
transamination ou fermentation) pour produire de I’ammonium et du glutamate, ou ils peuvent

étre directement assimilés a des protéines (Walker, 2009).
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11-8. Les Saccharomyces :

Saccharomyces cerevisiae est un champignon unicellulaire (Figure-6), possédant un ADN
génomique nucléaire de 12068 kilobases (kb) organisés en 16 chromosomes. Son géenome a
été entiérement séquencé et contenait environ 6000 genes, dont 5570 sont prédit étre des
genes codant pour des protéines. Des analyses bio-informatiques ont révélé qu'un certain
nombre de génes codant pour des protéines sont d'origine étrangere résultat d'un transfert de
géne latéral, Ces génes, qui sont entrés horizontalement dans le génome de S. cerevisiae, sont
d'origine procaryote ou eucaryote. Cela a d'abord été une surprise, en raison de son style
nutritionnel osmotrophique et présence de parois cellulaires robustes, de membranes
cellulaires et intracellulaires. En ce qui concerne la génomique des éléments extra
chromosomiques de S. cerevisiae, toutes les souches contiennent bien sir molécules d'ADN
mitochondrial, mais souvent de tailles différentes, La plus grande version de I'ADNmt a une
longueur d'environ 85780 bps. De plus, la plupart des souches de S. cerevisiae hébergent dans
leur noyau un élément génétique d’ADN extra-chromosomique distinct appelé cercle de 2 um.
Cet élément d'ADN double brin a une longueur typique de 6318 bps et un nombre de copies
d'environ 60 copies par cellule. Il est considéré comme un « ADN égoiste » et na
pratiguement aucune conséquence phénotypique pour son hote, a I'exception d'une légere

réduction du taux de croissance de I'h6te (Parapouli et al., 2020).
11-8-1. Les types de Saccharomyces :

11-8-1-1. Saccharomyces boulardi : une levure brevetée, le seul probiotique de levure dont
I’efficacité a été prouvée dans des études (Figure-6). Elle est utilisée dans de nombreux pays
comme agent préventif et thérapeutique pour les diarrhées et d’autres troubles gastro-

intestinaux causés par I’administration d’agent antimicrobien (Czerucka et al., 2007).

11-8-1-2. Saccharomyces pastorianus : ce groupe d’organismes a bénéficie a la fois de la
duplication du génome entier dans sa lignée ancestrale et de 1’événement d’hybridation
ultérieur entre S. cerevisiae et S. eubayanus, résultant en une forte capacité de fermentation et
une bonne capacité d’utilisation du maltose et du maltotriose (Gibson et liti, 2014). C’est une
espece de levures utilisée pour produire de biére de type lager, la fermentation dont elle
nécessite une trés basse température (Figure-7) (Stewart, 2014).
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11-8-1-3. Saccharomyces uvarum : une espece du genre Saccharomyces considéré comme
sceur jumelle de S. cerevisiae par les taxonomistes (Figure-7). Il s’agit d’une vrai S. bayanus,
souvent utilisées pour la reprise de fermentation et encore désignées a tort sous le terme de S.
bayanus (Delaherhe et al., 2010). Elle est impliquée dans la production de vin, de biere et de
cidre. Le cidre est produit sans addition de microorganisme mais seulement a partir de la flore
naturelle de la pomme. Il fermente le glucose mélibiose et du glycéraldéhyde, active a
température 4 & 10 °C.

11-8-1-4. Saccharomyces florentinus : connue auparavant sous le nom de S. pyriformis, un
composant de la plante de biere au gingembre utilisée dans la fabrication de la biere au
gingembre traditionnelle.

11-8-1-5. Saccharomyces paradoxus : 1’espéce connu la plus proche de S. cerivisiae une
espéce sauvage son absence du systéme de fermentation méme entant que contaminant est
intéressent compte tenu qu’il s’agit d’une Saccharomyces les plus abondantes en Europe et en

Amérique u nord se trouve occasionnellement sur les raisins de vigne (Nikulin et al., 2020).

L’intérét industriel et scientifique pour le processus de fermentation a tendance a obscurcir le
fait que les levures produisent un grand nombre substances utiles autres que I'alcool et gaz
carbonique. Comme on pouvait s'y attendre, les levures sont une source primaire des enzymes
(Ros, 1960).

Figure 6. Saccharomyces cerevisiae (a gauche) et Saccharomyces boulardii (a droite)
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Figure 7. Saccharomyces pastorianus (a gauche) et Saccharomyces uvarum (a droite)
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Chapitre 111 : Utilisation des Saccharomyces spp.

I11-1. En technologie :
111-1-1. Pain :

La fabrication du pain, depuis la plus Haute Antiquité, est voisine de celle de la biere. D'abord
galette plate non fermentée réalisée avec une bouillie de grains grossiérement broyes et
vraisemblablement cuite sur des pierres plates chaudes, le pain constitue la base de
I'alimentation depuis sept a huit mille ans. Les Egyptiens utilisaient probablement de la vieille
pate dans laquelle s'étaient multipliées des levures sauvages et des ferments lactiques.
D'autres procédés se sont développés depuis : la levure pour la boulangerie néerlandaise
provenait d'un sous-produit libéré lors du brassage de la biére et plus tard également lors de la
distillerie du blé (Hencke, 2000).

La levure de boulangerie est caractérisée par le fait qu'elle est composée de cellules vivantes
de I'espece Saccharomyces cerevisiae : 1g de levure fraiche contient environ 10”10 cellules. Le
« pain traditionnel » correspond au produit résultant de la cuisson dans un four d'une pate
pétrie et composée uniquement de farines panifiables (froment, seigle), en mélange ou non,
d'eau potable et de sel de cuisine. Cette pate est fermentée par des agents de fermentation
autorises (Figure-8), employés simultanément ou non : levure de panification, levain. On
ajoute éventuellement des additifs ou adjuvants dont I'emploi est limité et autorisé (Hencké,
2000).

Figure 8. La levure en panification.
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Tableau 4. Produits industriels produits par les levures (Walker, 2009).

PRODUIT DE BASE EXEMPLE
BREUVAGES Boissons alcoolisées potables : Biere, vin,
cidre, saké et whisky, rhum, gin, vodka.
DE LANOURRITURE ET Levure de boulanger, extraits de levure,
L'ALIMENTATION ANIMALE levure fourragere, facteur de croissance du
bétail et pigments alimentaires
PRODUITS CHIMIQUES Carburant éthanol (bioéthanol) dioxyde de

carbone, glycérol et vitamines d'acide
citrique ; les levures sont également utilisé
comme catalyseurs bio-réducteurs dans

chimie organique

ENZYMES Invertase, inulinase, pectinase, lactase et
lipase
PROTEINES RECOMBINANTS Hormones (p. ex. insuline), vaccins viraux

(p. ex. vaccin contre I'népatite B), anticorps
(p. ex. IgE récepteur), facteurs de croissance
(par exemple, tumeur facteur de nécrose),
interférons (p. ex., leucocyte interféron-),
protéines sanguines (p. ex., aloumine
sérique) et des enzymes (p. ex., gastrique
lipase et chymosine)

I11-1-2. Les boissons alcoolisées :
111-1-1-1. La biére :

La biere est obtenue par fermentation alcoolique d’un mofit (jus sucré) fabriqué par
macération de malt d'orge. La fermentation est obtenue spontanément par Saccharomyces
cerevisiae, S. pastorianus, S. carlbergensis, Schizosaccharomyces pombe ou le plus souvent
par ensemencement massif du modt stérile par des souches pures sélectionnées et conservees
par repiquage. La levure de biére est un sous-produit précieux de I"industrie brassicole. Il est
utilisé a des fins alimentaires, pour sa richesse en vitamine de groupe B, de protéines et de

certains minéraux. La levure de biere destinée a la consommation humaine est lavée pour
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éliminer la saveur du houblon. De grandes quantités de levure de biére ont été utilisées dans
des produits alimentaires, tels que des soupes en tant que comprimes de levure de biere
(Dunn, 1958).

s

Figure 9. Brasserie en action.
111-1-1-2. Le vin :

Au moment ou les raisins mdrissent, le sucre est déja stocké sous forme de sucre.
glucose et fructose, et acide. La fermentation se fait par des levures de genre Saccharomyces
cerevisiae, a noter que la fermentation malolactique, qui réduit l'acidité du modt en
transformant I'acide malique en acide lactique (moins acide) et en CO2, est de nature

bactérienne (Hencké, 2000). Ils existent trois types de vinification :

En vinification rouge : le raisin entier est récupéré alors qu'en « vinification blanche », les

éléments solides (pépins, rafle) sont retenus par pressurage (Hencké, 2000).

En blanc : fermentation du seul jus de raisin, c'est-a-dire sans macération des parties solides
de la grappe. On ne doit pas s'é tonner de fabriquer du vin blanc a partir de raisins noirs car la
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plupart des pigments sont contenus dans la pellicule qui enveloppe la pulpe incolore. Quant

aux vins rosés. Leur macération est trés courte (Hencké, 2000).

En rose : intermédiaire entre le vin obtenu sans maceération ct le vin de macération. Ils sont
obtenus soit par vinification en blanc de raisins rouges, soit par maceration partielle, dite « par
saignée ». Ces derniers ont le nom de « clairets, vins de café, vins d 'une nuit » (Henckeé,
2000).

526617659

Figure 10. La levure en vinification.
111-1-1-3. Le champagne :

Le champagne est préparé a partir d'un vin de base auquel on ajoute du sucre de canne ou de
betterave. L'élaboration du Champagne est caractérisée par l'aptitude des souches de S.
cerevisiae ou S. bayanus a réaliser une seconde fermentation a 10- 12°C pour amener le
liquide de 11 ,5° d'alcool. Ces souches doivent supporter le remuage qui consiste a faire
glisser le depét dans le col de la bouteille. La boisson obtenue a été le siége de 3
fermentations : alcoolique, malolactique et enfin, une derniere fermentation alcoolique,

communément appelée « champagnisation » ou « prise de mousse » (Hencké, 2000).
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111-1-1-4. Le cidre :

C'est une boisson résultant de la fermentation d'un moQt sucré obtenu a partir de pommes. La
microbiologie du cidre est assez proche de celle du vin : la fermentation par les levures
transforme les sucres du jus en alcool. On trouve des levures apiculées (Kloeckera,
Hanseniaspora) des levures elliptiques (Saccharomyces cerevisiae var. ellipsoidus et S.
uvarum), qui constituent la flore normale des pommes. Initialement, le cidre obtenu selon la
méthode rurale resultait d'une fermentation lente et partielle du modt a partir de la microflore

sauvage présente sur les pommes (Hencké, 2000).
I11-1-1-5. Sake :

Le Saké est une boisson traditionnelle, consommée depuis longtemps au Japon. Boisson
translucide et sans couleur (ou un peu jaune), il contient en moyenne 15 % d'alcool. La
fabrication du saké ressemble plus a celle de la biére qu'a celle du vin, car la levure doit
d'abord disposer d'assez de sucre pour créer I'alcool ; en effet, la levure de biere, ou levure de

saké, ne peut faire naitre I'alcool a partir de I’amidon (Hencké, 2000).
I11-2. Utilisation probiotique :

111-2-1. Utilisation en médecine :

La plupart de la levure est bénéfique pour la vie humaine. Cependant, certaines levures sont
des pathogénes opportunistes pour I'nomme. Les infections fongiques causées par C. albicans,
collectivement appelées candidose (candidose), sont les infections a levures opportunistes les
plus courantes. Il existe de nombreux facteurs prédisposant aux infections a levures, mais les
personnes dont le systéme immunitaire est affaibli semblent étre particulierement sensibles a
la candidose. Les infections a C. albicans chez les patients atteints du SIDA mettent souvent
la vie en danger. Les aspects médicaux bénéfiques de la levure ont été démontrés dans
I'administration de nouvelles thérapies humaines par la technologie de I'ADN de levure
recombinante. Les levures sont également d'une grande valeur en tant que modeéles
expérimentaux dans la recherche biomédicale, en particulier dans les domaines de I'oncologie,
de la pharmacologie, de la toxicologie, de la virologie et de la genétique humaine (Walker,
2009).
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111-2-2. Utilisation en alimentation animal :

De nombreuses levures et produits contenant de la levure sont fabriqués, commercialisés et
utilisés en nutrition animale comme sources de nutriments, de probiotiques, de nutriments ou
de fonctions nutritionnelles. Un certain nombre d'études scientifiques ont montré que la levure
et ses dérivés peuvent avoir un effet positif sur la capacité de croissance et la santé des
animaux, en particulier lorsque les animaux sont gardés dans de mauvaises conditions

sanitaires ou souffrent de maladies (Pang et al., 2022).
11-2-2-2. Levure probiotique pour volaille :

Les communautés microbiennes du tube digestif des poulets sont essentielles pour le
I"homéostasie et le métabolisme de I'hote, et affectent la fonction physiologique et la santé des
poulets. Ils jouent un réle important dans I'alimentation du systéeme digestif, I'inhibition des
agents pathogénes, l'inhibition des interactions entre les agents pathogenes et I'interaction
avec le systéme immunitaire associé a l'intestin. La principale défense contre les pathogenes
entériques dans le tractus gastro-intestinal est le microbiote intestinal. Les troubles de
I'interaction du microbiote intestinal avec I'hdte jouent un réle important dans le
développement des maladies intestinales. 1l y avait des changements significatifs dans la flore
ceecale des poulets infectés par les espéces Clostridium perfringens et Salmonella. Pour la
volaille, les avantages des suppléments a base de probiotiques a base de levure comprennent
I'amélioration de l'efficacité de la production de poulets de chair et la réduction des
pathogenes entériques (Salmonella, Campylobacter jejuni, C. Destruction d'E. coli) (Pang et
al., 2022).

111-2-2-3. Levure probiotique pour ruminants :

La supplémentation des bovins de boucherie et laitiers avec S. cerevisiae améliore non
seulement les performances et la fonction immunitaire, mais réduit également I'excrétion
d'azote et améliore la qualité du lait. De plus, S. cerevisiae peut améliorer I'environnement
microbien, ameéliorer la fonction de fermentation du rumen, stabiliser le pH du rumen,
favoriser le métabolisme des bactéries lactiques, augmenter l'activité des enzymes
fibrinolytiques du rumen et favoriser les substances de dégradation des fibres (Pang et al.,

2022). Le diagramme ci-dessous schématise d’autre utilisations industrielles de levures
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Utilisations

En relation avec la fermentation En relation avec les composants de la
/\ cellule
Production de I’alcool Production de

dioxyde de carbone

/ Enzymes Levure Vitamines
alimentaire . .

Intervase 5 Riboflavine
Boisson Alcool Polyols Patisserie et fourragere
industriel Lactase B-complexe
D-Arabitol P
. Comprimé de
Erythritol levure de biére

Glycerol

Extraits de Intermédiaires

v Ergostérol

) levure Adénosi

Malt Boisson  Vin Dérivés énosine

Biére spiritueuse rouge laitiers Coenzyme A

Porter Rum Vin blanc Kefir Inosine

Whiskeys Lben .
Stout Champagne D (-) Ribose
Vodka

Diverses sources
d'enzymes pour la
production d'acide = ¢—

glutamique a partir de
citrates

Figure 11. Diagramme de différentes voies d’utilisation des levures.
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Chapitre IV : les probiotiques
IVV-1. Définition des probiotiques :

Selon I'Organisation des Nations Unies pour l'alimentation et I'agriculture et I'Organisation
mondiale de la santé, les probiotiques sont des micro-organismes vivants qui conférent un
avantage pour la santé a I'néte lorsqu'ils sont administrés en quantité suffisante. En particulier,
les souches appartenant a Bifidobacterium et Lactobacillus, qui sont les souches
prédominantes et groupes sous-dominants du microbiote gastro-intestinal, respectivement,
sont les bactéries probiotiques les plus largement utilisées et sont incluses dans de nombreux
aliments fonctionnels et compléments alimentaires. La levure Saccharomyces boulardii a
également été démontré qu'il a des effets bénéfiques sur la santé humaine (Bermudez-Brito
etal., 2012).

IV-2. Les levures probiotiques :

Malgré le nombre croissant d’études effectuées au sujet des probiotiques bactériens, la vaste
majorité des probiotiques utilisés notamment pour les animaux sont constitués de préparations
composées de levures soit Aspergillus oryzae et/ou Saccharomyces cerevisiae (sous-type
boulardii). Le S. boulardii est une levure ubiquitaire qui se retrouve dans les plantes, les
fruits et le sol. Elle est utilisée dans le processus de fermentation de la biére, du cidre et du
vin. A ce jour, il n’existe pas de preuve que S. boulardii fasse partie de la flore endogéne
(Graf et Sarasin, 2007). Saccharomyces cerevisiae, var boulardii est une levure d’origine
naturelle, non génétiquement modifiée, isolée a partir de 1’écorce de lychees en Indochine.
Saccharomyces boulardii est une espéce voisine de Saccharomyces cerevisiae dont elle se
distingue par différentes caractéristiques taxonomiques, métaboliques et génétiques
(Cordonnier, 2015).
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Tableau 5. Sources de souches probiotiques courantes (Lynne V. McFarland, 2015).

Bifidobacteria bifidum Henry Tissier isolé a partir
d'un échantillon de selles de
nourrisson

Clostridium butyricum 588 Isolé du sol en 1963

Lactobacillus acidophilus Ib Isolé de I'intestin humain
Lactobacillus bulgaricus En 1905, isolé du lait

fermenté par Stamen

Grigorov
Lactobacillus casei subsp Isolé des matieres fécales
Shirot humaines. Minoru Shirota I'a

découvert en 1935
Lactobacillus plantarum Isolée du colon humain
Lactobacillus rhamnosus En 1983, isolé a partir
d'excréments humains sains
par Goldin et Gorbach
L. helveticus En 1990, isolé du démarreur
de lait acidophilus
Saccharomyces boulardii En 1920, Henri Boulard
isole la levure & la surface
d'un fruit de litchi

IVV-3. Le role des probiotiques :

> Effet luminal

Bactéries pathogénes

déplacées

Modification de la
microflore intestinale
normale
Diarrhée

Fermentation du yaourt

Résiste a la colonisation
pathogene

Réduit I’inflammation
Améliorer la flore colique

normale

Guérison de l'ulcére

peptique
Empéche cholera

L’effet luminal décrit le role de la levure dans la lumiére, ou I’espace a I’intérieur de I’intestin,

par opposition a la paroi de [D’intestin. La levure probiotique peut controler la
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croissance d’autres microbes dans [D’intestin ou limiter leur attachementaux cellules
intestinales grace a une liaison spécifique. En effet, la paroi cellulaire de la levure S.
boulardii agit comme un leurre et attire d’autres micro-organismes opportunistes a sa surface
pour finalement les extraire lorsqu’elle sort du corps par les selles (Czerucka, 2019). S.
boulardii est également capable de sécréter des protéines spécifiques qui inactivent les

métabolites des bactéries opportunistes (McFarland, 2010).

» Action trophique
Les levures probiotiques aident au bon fonctionnement des cellules épithéliales intestinales,
également appelées entérocytes. La levure probiotique assure 1’intégrité de la barriére
intestinale : des jonctions serrées entre les cellules intestinales améliorent 1I’imperméabilité de
la barriére intestinale, séparant le reste du corps de [D’intestin ; en tant qu’allié, S.

boulardii préserve et renforce ces jonctions serrées (Terciolo 2019).

De plus, la levure maintient une microflore saine en protégeant le métabolisme et
I’écosystéme de la muqueuse intestinale en aidant le corps a absorber les nutriments et
participe a I’amélioration de la libération d’enzymes spécifiques (Pais 2020). Elle augmente
le niveau d’acides gras a chaine courte (AGCC) rétablissant la fermentation et 1’absorption
normales du cdlon, ces AGCC étant la principale source d’énergie pour les entérocytes. Enfin,
elle montre également une activité antioxydante en améliorant la chélation du fer (Gaisawat,
2019).

» Modulation de I’'immunité
Les levures probiotiques ont un fort impact sur la réponse immunitaire en stimulant et en
modulant I’immunité. Elles améliorent les fonctions immunologiques et augmente les
paramétres immunitaires spécifiques tels que les niveaux d’immunoglobulines (Qamar,
2001). Enfin, des études in vitro et in vivo ont démontré son implication dans la modulation
des voies de signalisation immunitaire afin d’assurer le bon équilibre de I’immunité

(Kelesidis, 2012, Pais, 2020).
IVV-4. Potentiel probiotique des levures :

En tolérant les conditions rencontrées dans 1’environnement digestif humain et en exercant
une action antagoniste vis-a-vis de bactéries pathogénes, plusieurs espéces de levures ont
montré des proprietés probiotiques intéressantes : Debaryomyces hansenii, Torulaspora
delbrueckii, Kluyveromyces lactis, Yarrowia lipolytica, Kluyveromyces marxianus,

Kluyveromyces lodderae et Saccharomyces cerevisiae. L’effet antagoniste des levures vis-a-
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vis des micro-organismes pathogénes a été attribué principalement a la compétition pour les
éléments nutritifs, des changements de pH dans le milieu a la suite d’une augmentation de la
production d’acides organiques par le microbiote intestinal, la production d’éthanol et la
sécretion et la libération de composés antimicrobiens comme des composes organiques
volatils (Cordonnier, 2015).

Par ailleurs, les probiotiques a base de levures peuvent interagir positivement avec des
probiotiques bactériens en améliorant leur survie dans 1’environnement digestif et en
stimulant leur croissance. En effet, cette synergie pourrait étre attribuée a la production par les
levures de nutriments tels que des peptides, des acides aminés et/ou des vitamines. De plus, la
paroi cellulaire des levures est principalement composée de glucanes, de mannanes et de
chitines. Ces composants peuvent jouer un role dans les phénomeénes d’adhésion permettant

d’augmenter la survie des bactéries probiotiques dans I’environnement digestif (Cordonnier,

2015).

IV-5. Les critéres de sélection des probiotiques :

Survie de la cible ou interaction avec le systeme hdte, activité anti-pathogéne et problémes de
fabrication. Les cibles sont le tractus intestinal, les surfaces cutanées, les cavités dentaires ou
les voies urinaires. La plupart des probiotiques sont pris par voie orale pour cibler I'organe
(tractus intestinal), ils doivent donc survivre de la bouche au colon. Les souches probiotiques
sont testées pour leur résistance aux acides gastriques et biliaires (Suvarna et Boby, 2005).

La souche probiotique est sélectionnée pour plusieurs criteres cités dans le tableau 6.

IV/-5-1. Critéres de sécurités :
IV-5-1-1. Identification de la souche :

Comme les effets des probiotiques sont spécifiques a la souche, une caractérisation précise
des souches utilisées est nécessaire. La détermination taxonomique des souches probiotiques

potentielles est donc une étape essentielle (Piquepaille, 2013).
IV-5-1-2. Innocuité :

Les micro-organismes probiotiques doivent étre totalement inoffensifs pour les
consommateurs, c'est-a-dire qu'il est non toxique et non pathogéne. Cette norme de sécurité

semble évidente, mais en testant tous les effets secondaires possibles (résistance aux
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antibiotiques, activité métabolique nocive, production de toxines, potentiel d'infection,

activité hémolytique) (Piquepaille, 2013).
IV-5-1-3. Origine :

De nombreux scientifiques ont suggéré qu’une souche probiotique isolée du tractus digestif
humain serait plus sécuritaire et plus efficace pour une utilisation chez ’Homme. Ainsi, les
souches probiotiques d’origine humaine sont considérées comme les plus compatibles avec le
tractus intestinal humain. Mais elles peuvent également étre d’origine animale, alimentaire,
minérale ou végétale, du moment qu’aucune donnée scientifique n’atteste de leur dangerosité

pour la santé humaine (Piquepaille, 2013).
IV-5-2. Critéres fonctionnels :

Les exigences fonctionnelles des probiotiques sont établies a 1’aide de tests in vitro qui se
réferent a des propriétés bactériennes et plus rarement a des effets probiotiques proprement
dits (Piquepaille, 2013).

IV-5-2-1. Survie au cours du transit digestif :

Pour espérer étre efficaces jusqu’a leur site d’action, a savoir au niveau intestinal, les
probiotiques ingérés doivent étre vivants dans le tube digestif et donc survivre durant le
transit. Au niveau de I’estomac, la survie des probiotiques dépend de leur capacité a tolérer le
pH faible du suc gastrique. Ensuite, au niveau de I’intestin gréle, le pourcentage de survie des
probiotiques est influencé par la sécrétion de la bile, Les microorganismes qui survivent aux
conditions acides de 1’estomac doivent alors faire face a 1’action détergente des sels biliaires

libérés dans le duodénum (Piquepaille, 2013).
IV-5-2-2. Adhésion aux cellules intestinales et/ou au mucus :

L’adhésion permet d’augmenter le temps de rétention des probiotiques dans I’intestin car ils
résistent mieux aux mouvements péristaltiques intestinaux. Il est généralement admis que
’effet probiotique aura d’autant plus de chance d’étre maximal que le microorganisme vivant
séjournera longtemps dans le tube digestif. Par ailleurs, plusieurs effets bénéfiques des
probiotiques semblent directement liés a la capacité d’adhésion. En effet, I’adhésion serait
importante pour I’immun-modulation car les probiotiques adhérents sont en contact direct
avec les cellules immunes épithéliales. De plus, 1’adhésion des probiotiques permettrait de
prévenir I'implantation de pathogeénes sur les cellules épithéliales intestinales par des

mécanismes de compétition (Piquepaille, 2013).
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IV/-5-2-3. Colonisation :

Il est maintenant démontré que les probiotiques ne s’implantent pas, ils transitent dans le tube
digestif jusque dans les selles, parfois sans avoir adhéré ou s’étre multipliés. Les probiotiques
colonisent donc temporairement le tractus digestif et font ainsi partie du microbiote
allochtone. Leur persistance est plus ou moins longue, de deux a vingt jours en moyenne selon
les souches sélectionnées. Les souches ayant une durée de persistance élevée sont a privilégier
(Piguepaille, 2013).

1\V/-5-2-4. Activité antimicrobienne :

Les microorganismes probiotiques doivent essentiellement maintenir de bonnes conditions
sanitaires au sein du tube digestif. Il est donc important qu’ils soient capables d’inhiber le
développement des germes indésirables. La présence d’activités antimicrobiennes peut étre
démontrée in vitro par un challenge-test. Cette technique consiste a inoculer une concentration
connue de germes microbiens dans la préparation de probiotiques a tester, puis a dénombrer
ces germes a différentes échéances. Si la présence d’activités antimicrobiennes n’est pas
démontrée in vitro, les chances de colonisation des souches probiotiques ainsi que leur
efficacité in vivo semblent considérablement diminuées. Cependant, méme si les résultats
obtenus in vitro sont favorables, ils sont difficilement extrapolables in vivo car les

mécanismes d’action ne sont pas totalement elucidés (Piquepaille, 2013).

IV-5-3. Critéres technologiques :

Les caractéristiques des souches ne doivent pas étre altérées durant les procédés de

production, de conservation et de distribution du probiotique.

IV-5-3-1. Viabilité et stabilité des microorganismes :

Les probiotiques peuvent étre présents dans les produits laitiers ou certains aliments ou
médicaments sous forme de gélules, de solution buvable ou de poudre dont fabrication
nécessite la mise en ceuvre de procédés souvent néfastes pour la survie des microorganismes
probiotiques tels que 1’atomisation, la centrifugation ou la lyophilisation. La stabilité physique
et génetique des probiotiques, ainsi que toutes les propriétés nécessaires pour exercer leurs
bienfaits sur la santé doivent étre maintenues durant les processus de transformation, de
manipulation et de stockage du produit. Des contrdles doivent donc étre effectués a différentes

étapes (Piquepaille, 2013).
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IV/-5-3-2. Conservation :

Les souches probiotiques doivent rester stables lors de la conservation du produit et fournies
en dosage approprié jusqu’a la date de péremption. A ce propos, des études doivent étre
menées pour déterminer la date limite d’utilisation de chaque produit probiotique sans

diminution ou perte de leurs propriétés bénéfiques (Piquepaille, 2013).
IVV-5-3-3. Propriétés organoleptiques :

Les produits probiotiques doivent étre attrayants pour les consommateurs
Il possede d'excellentes propriétés organoleptiques, notamment au niveau gustatif
(Piguepaille, 2013).

Tableau 6. Principaux criteres de sélection des souches probiotiques (Piquepaille, 2013).

Criteres de sécurité o ldentification taxonomique précise
o Souche caractérisée par des méthodes phénotypiques et génotypiques
o Souche déposée dans une collection de cultures reconnue
internationalement
o Historique de non pathogénicité (statut QSP ou GRAS)
o Pas de transmission possible de génes de résistance aux antibiotiques
o Pas de dé-conjugaison excessive des sels biliaires
o Souche d’origine humaine de préférence
Criteres o Tolérance a I’acidité gastrique, a la bile et aux enzymes digestives
(SO o Adhésion aux cellules intestinales et/ou au mucus et persistance dans le
tractus digestif
o Antagonisme vis-a-vis des pathogenes, production de substances
antimicrobiennes et immunomodulation
o Aptitude a produire des effets bénéfiques sur la santé (efficacité

documentée et prouvée dans des études in vitro et in vivo contrdlées chez

I’Homme)
Critéres o Viabilité et stabilité au cours des procedés de production et dans le produit
technologiques fini

o Conservation des propriétés probiotiques aprés production

o Bonnes propriétes organoleptiques

35



IV-6. Risques des probiotiques :

Les informations disponibles sur les risques des probiotiques sont rares, tout comme les
preuves concrétes limitées des avantages. Apparemment, les probiotiques peuvent avoir les
effets secondaires suivants (Doron & Snydman, 2015) : Douleurs abdominales légeéres,
ballonnements nausées, selles molles rarement, les personnes dont le systéme immunitaire est
affaibli sont plus sensibles aux infections causées par les probiotiques. Par exemple, les
personnes qui suivent une chimiothérapie ou qui prennent des médicaments qui suppriment le
systéme immunitaire peuvent étre plus sensibles aux infections liées aux probiotiques.
» Diminution de I'immunité :

Cela inclut les personnes subissant une chimiothérapie ou une radiothérapie et les personnes
prenant des médicaments immunosuppresseurs pour des greffes ou des maladies auto-
immunes. Par exemple, les probiotiques peuvent augmenter le risque d'infection chez les

personnes dont le systéme immunitaire est affaibli et des problemes structurels cardiaques.

La FDA recommande d'éviter les suppléments probiotiques si vous avez des anomalies des
valves cardiaques ou si vous avez subi une chirurgie de remplacement des valves cardiaques.
Les personnes ayant des probléemes cardiaques structurels ou des antécédents d'endocardite
peuvent présenter un risque accru d'infections des valves cardiaques (Doron & Snydman,
2015)

» Ligne médiane ou port
Les probiotiques ne doivent pas étre administrés aux personnes ayant des cathéters centraux

ou des orifices pour lI'accés intraveineux ou l'administration de médicaments, en particulier les
patients non hospitalisés recevant des soins en unité de soins intensifs. On pense que
l'utilisation de probiotiques dans ces groupes peut augmenter le risque d'infections graves
(Doron & Snydman, 2015).

» Les femmes enceintes :
Il n'y a pas suffisamment de preuves pour évaluer I'innocuité de l'utilisation des probiotiques

pendant la grossesse (Doron & Snydman, 2015).

> Lesallergies :
Les personnes qui ont eu des réactions allergiques aux probiotiques ou a la levure ne doivent

pas prendre de suppléments probiotiques (Doron & Snydman, 2015)
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Partie experimentale



I- Matériel et méthodes

I-1. Objectifs : L’objectif principal de notre travail est d’une part d’isoler et identifier
partiellement des levures appartiennent au genre Saccharomyces spp. a partir des produits
laitiers fermentés traditionnellement et d’autre part d’étudier leurs profil probiotique en

évaluant les aspects suivants :

2 Assimilation des sources carbonées,
2» Activité hémolytique,

2> Activité protéolytique,

2» Antibiorésistance,

2 Activité antibactérienne.

I-2. Echantillonnage :

La matiére premiere utilisée pour la réalisation de cette étude est le lait cru de vache collecté
de I’exploitation privé de Mr. Guellouza & Laghouat. Le prélévement était effectué en deux
reprises le vendredi 27 janvier 2023 (2 L) et le samedi 28 janvier 2023 (6 L). Plus de détails

est récapitulé dans le tableau ci-dessous.

Tableau 7 : Information sur 1’échantillonnage du lait utilisé dans cette étude.

Echantillon Date Lieu Quantité Région Stockage/T®
ambiante
Lait pour la 27-janv- Exploitation 2L Laghouat Récipient en
préparation de 2023 privé acier
Lben / Zebda Guellouza inoxydable
avec
couvercle
Lait pour la 28-janv- Exploitation 6L Laghouat Récipient en
préparation de 2023 privé acier
Jben Guellouza inoxydable
avec
couvercle
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Figure 12. L’exploitation privé de Mr. Guellouza (photographie originale 2023)

Figure 13. La vache laitiere (photographie originale 2023)

38



I-3. Préparation de Lben :

Ce produit est fabriqué traditionnellement en collectant du lait cru et en le filtrant pour
éliminer les impuretés. Puis, le lait est mis a la température ambiante pour une fermentation
spontanée pendant 1 a 2 jours afin d’obtenir le LBEN (Obodai et Dodd, 2006), notant que
cette fermentation peut étre accélérée en déposant le produit dans une cuisine spécialement

dans les mois froids (Moonga et al., 2019)
I-4. Préparation de I’échantillon de Zebda :

Tout dabord, le lait cru est fermenté a la température ambiante pendant 24
a 72 heures pour que le lait coagule et forme un produit laitier traditionnel dit Lben. Ce
dernier est placé dans un sac en cuir appelé "Chaquoa" (environ 2 L) poursuivant d’un
barattage pendant 40 a 60 min jusqu’a la formation d’une matiére grasse appelé « Zebda »
(Idoui et al., 2010). Une certaine quantité d'eau (environ 10% de la quantité de lait) est
ajoutée généralement chaude ou froide selon la température ambiante. La température
d'assemblage est ramenée a un niveau adapté pour réunir les granulés de beurre. Ce sera

récupéré genéralement a la main (Tantaoui-Elaraki et al., 1983)
I-5. Préparation de I’échantillon du Jben :

La préparation de Jben est réalisée en trois étapes :

I-5-1. La maturation :

Il consiste a incuber le lait cru a la température ambiante pendant un certain temps pour
favoriser la prolifération de la flore laitiere qui joue un réle important dans I'acidification du
lait (Ouadghiri, 2009).

I-5-2. La coagulation :

C'est une activité qui vise a faire coaguler le lait au moyen de présure. L'activité coagulante
est déterminée par la force de la présure, de la température du lait et de I'acidité. Ensuite, le

lait est laissé en repos a la tempeérature ambiante pendant 4 heures (Ouadghiri, 2009).
1-5-3. L’égouttage :

Il permet I'élimination de la majeure partie du sérum qui pénetre dans la peau de coagulum et

qui va donner en quelque sorte la forme du fromage (Ouadghiri, 2009).
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I-6. Préparation des échantillons :

L’isolement des levures est effectué a partir des échantillons de Lben Jben et Zebda.
L’échantillon de Lben est divisé en deux parties dans des flacons stériles, tandis que
I’échantillon de Zebda est découpé en petits morceaux, déposé dans un flacon stérile, en
ajoutant de 1’eau physiologique stérile a 45°C. Concernant 1’échantillon de Jben, il est
découpé en petits morceaux, déposé dans un flacon stérile, en additionnant de I’cau
physiologique stérile a 45°C. Les trois échantillons ont été incubés dans 1’étuve pendant 72h a

37°C.
I-7. Isolement des levures :

Aprées I’incubation des échantillons, deux méthodes d’isolement sélectif ont été utilisées. La
premiere est réalisée sur un milieu liquide YPD bouillon (yeast 1%, peptone 2%, dextrose
2%) additionné de 10% éthanol (Fiedurek et al., 2011) a partir de 3 échantillons, 5 ml de
chaque échantillon sont déposés dans des flacons stériles contenant 50 ml du milieu YPD
bouillon additionné de 10% éthanol. Aprés 24 d’incubation, des solutions meéres sont
préparées avec 1 ml de chaque échantillon dilué dans 9 ml d'eau physiologique stérile (Ulacio
et al., 1997). Une série de dilutions décimales sont préparées jusqu'a 103, et chaque dilution
est homogénéisée par agitation. L’ensemencement est fait en surface par étalement de 0.1 ml
de chaque dilution sur le milieu sélectif YPD agar, et les boites pétries sont ensuite mis sous
incubation a 35 °C pendant 3 jours.

La deuxieme est réalisée sur un milieu solide YPD agar additionné de chloramphénicol (0.1
g/l). A partir de 3 échantillons, une série de dilutions décimales sont préparées jusqu'a 103, en
transférant 1 ml de chaque échantillon dilué dans 9 ml d'eau physiologique stérile (Ulacio et
al., 1997). Aprés homogénéisation, 0.1 ml de chaque dilution est étalé en surface sur le milieu
sélectif YPD agar additionné de chloramphénicol (0.1 g/l), ensuite, les boites pétries sont

incubees pendant 3 jours a 35 °C.

I1-8. Purification et conservations :

Apres incubations de 72 h a 35 °C, les colonies caractéristiques obtenues sont cultivées en
milieu YPD agar par repiquages une seule fois a I’aide d’une pipette pasteur stérile selon la
méthode de quadrillage qui consiste a divisez la boite de Pétri en deux (50 % et 50 %) et
divisez a nouveau la moitié en deux pour obtenir trois quadrants a 50 %, 25 % et 25 %.
Ensuite les boites sont mises en incubation pendant 24 h a 35 °C.
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1-9. Conservations des souches :

Les isolats purs obtenus sont mis en conservation dans des tubes contenant le bouillon YPD,
puis incubés pendant 48 h a 35°C. Ensuite, les isolats sont conservés pour une période d’un
mois maximum (Ul-Haq et al., 2002). Chaque isolat passe par des examens macroscopiques

et microscopiques afin de confirmer leur appartenance au groupe de Saccharomyces spp.
I-10. Identification morphologique :

1-10-1. Macroscopique :

Aprés I’ensemencement sur YPD agar et incubation des boites pendant 24 h a 35 °C, une
étude de I’aspect macroscopique des colonies pures de levure est réalisée afin de permettre la

détermination de leurs genre Saccharomyces. Elle englobe (Joffine et Leyral. 2006) :

- Forme des colonies : rondes, irrégulieres, réguliére, punctiforme, etc.,
- Taille des colonies : par la mesure du diamétre,
- Couleur de la colonie : rose, blanche, etc.,
- Elévation : convexe, concave, plate, etc.,
- Opacité : opaque, translucide ou transparente, etc.,
- Surface : lisse, rugueuse, séche, dentelée.
Les isolats ont été également identifiés sur milieu YPD liquide ou I’aspect de la culture de

chaque isolat est soigneusement noté :

- Présence de dép6t au fond du tube ainsi que son aspect (fin, modéré ou épais)
- Laproduction de gaz.

1-10-2. Microscopique :

Une goutte d’eau physiologique stérile a ét¢ déposée sur lame, puis a 1’aide d’une pipette
pasteur stérile, une colonie a été prélevée et bien homogénéisée dans la goutte d’eau
physiologique et recouverte par une lamelle pour une observation a 1’état frais de la
morphologie des levures vivantes. L’observation est réalisée immédiatement au microscope
optique a D’objectif 40. L’observation microscopique permet de définir la forme,
I’arrangement et le mode de reproduction végétative des cellules (Bourgeois et Leveau,
1980).
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I-11. Assimilation des sources carbonées (Fermentation des sucres) :

Pour étudier ’assimilation des sucres par les levures, les 7 sucres suivants ont été testés :
Sucrose, Galactose, Lactose, Fructose, Maltose, Dextrose et Arabinose. Une série de tubes de
15 ml aux cloches de Durham ont été préparés contenant un bouillon YP additionné de 2% de
chaque sucre. Ensuite, les tubes ont été ensemencés avec 1 ml de chaque suspension
levurienne sélectionné pour cette étude (Banoth Srinivas et al., 2017). Une souche
commerciale de Saccharomyces cerevisiae a été utilisée comme témoin pour la comparaison
de profil de fermentation des sucres avec les différents isolats. Apres 1’incubation a 35°C
pendant 24-48 h, la fermentation du sucre est mise en évidence avec la présence du gaz dans
la cloche de Durham. Notons que, tous les essais sont répétés deux fois afin de minimiser

I’erreur expérimentale.
I-12. Activité hemolytique :

Le pouvoir hémolytique des Saccharomyces spp. a été mis en évidence par la méthode de
Rochelle et al. (2021) afin d’évaluer la virulence des isolats. La surface de la gélose YPD
additionnée du sang humain a 7% (v/v) est ensemencée en surface avec 0.1 ml de chaque
suspension levurienne précédemment préparée. Les boites sont mises en incubation a 35°C
pendant 24 h et les résultats ont été exprimés par le type d'hémolyse : absence de réaction
hémolytique autour des colonies (y hémolytique), présence d’un anneau clair autour des

colonies (B hémolytique) ; présence d’un anneau vert autour des colonies (a hémolytique).
I-13. Activité protéolytique :

Pour déterminer l'activité protéolytique des isolats Saccharomyces spp., la surface du milieu
Skim milk agar est ensemencée avec 100 ul (approximativement 10° UFC/ml) de chaque
suspension de levure précédemment préparée. Les boites sont ensuite incubées a 35 °C
pendant 24 heures. Les colonies entourées d’halos clairs sont considérées comme des isolats

possédant une activité protéolytique (Moradi et al., 2018).
I-14. Résistance aux antibiotiques :

Pour étudier I’antibiorésistance des Saccharomyces spp., quatre antibiotiques ont été choisi
pour cette étude : Ampicilline (Amp, 10 pg), Erythomycine (E, 15 pg), Tetracycline (TE, 30
ng), Gentamicine (Gent,10ug), utilisant la méthode de diffusion en disque sur gélose décrite
par Diguta, et al. (2023). Les cultures levuriennes ont été préparees dans un bouillon YPD a
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35 °C pendant 24 h. Ensuite, 100 pl de chaque isolat ont été ensemencés sur milieu YPD agar.
A T’aide d’une pince stérile, les disques d’antibiotiques ont été déposés sur le milieu YPD
agar. Apres incubation des boites a 35 °C pendant 24-48 heures, les zones d’inhibitions ont
été mesurées a 1’aide d’un pied a coulisse et les résultats de la lecture sont exprimés en
millimétre (mm). Notons que, chaque boite est répétée deux fois afin de minimiser I’erreur
expérimentale. Les résultats ont été notés comme suit : sensible « S » si le diametre est >15

mm ou resistant « R » si le diamétre est <15mm (Diguta, et al., 2023).
I-15. Activité antibacterienne :

Le pouvoir antibactérien des levures a été testé vis-a-vis trois souches bactériennes de
référence suivantes : Staphylococcus aureus ATCC29213, E. coli ATCC25922 et Listeria
innocua ATCC33090 proviennent de la collection ATCC (American Type Culture Collection,
USA). Pour avoir des cultures jeunes, les souches bactériennes lyophilisées ont été cultivées
dans le bouillon BHIB (Brain Heart Infusion Broth) pendant 48 heures a 35 °C.

Dans cette étude, l'activité antibactérienne a été déterminée par deux méthodes de
diffusion en puits sur gélose, la premiere est décrite par Magnusson et al. (2001), réalisée par
des extraits levuriens (ou surnageants), tandis que la deuxieme est testée en utilisant des

suspensions levuriennes sélectionnées selon Fernandez-Pacheco et al. (2018).

Brievement, les isolats de levures sélectionnés pour cette étude sont ensemencés dans
des tubes contenant un bouillon YPD et incubés a 35 °C pendant 24 h. Ensuite, les
surnageants ont été obtenus par centrifugation de cultures de levures a 12000 rpm pendant 5
min a I’aide de centrifugeuse (Eppendorf 5415 D, 22331Humberg), puis les surnageants ont
été récupérés a 1’aide d’une pipette automatique et transférés dans des Eppendorfs de 1.5 ml.
Enfin, les extraits levuriens ont été immédiatement conservés au froid dans une glaciére
jusqu’a I’analyse.

Des puits (diamétre de 5 mm) ont été creusés a I’aide des emboues bleus dans la
gélose nutritive contenant 106 UFC/mI des souches bactériennes cibles. Dans la moitié des
boites, 100 pl de surnageants ont eté deposes dans les puits creusés (Magnusson et al., 2001),
alors que [Dautre moitié est inoculée par 100 upl de suspensions levuriennes
(approximativement 10° UFC/ml) (Fernandez-Pacheco et al., 2018). Aprés incubation des

boites a 35 °C pendant 24 h, les zones d'inhibition ont été notées et exprimées comme suit :
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= ++, forte inhibition avec des zones claires détectables autour des puits,
=+, faible inhibition autour des puits,

= — pas de zone d'inhibition.

Figure 15. Préparation des surnageants (photographie originale 2023)
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I1-Résultats et discussion :

11-1. Résultats d’isolement :

Apres I’incubation a 37°C pendant 72 h, le résultat obtenu montre que la fermentation a eu
lieu en remarquant le dégagement de CO> lors de I’ouverture des flacons et une augmentation

dans le volume. Le résultat est présenté dans la Figure 13 :

Figure 17. Résultat de la préparation des levains traditionnels a partir des trois échantillons
traditionnels de Jben Lben et Zebda.

11-2. Identification phénotypique :

11-2-1. Macroscopique :

Les isolats purifiés présentent des caractéristiques communes en ce qui concerne la surface, le
relief, le contour, la consistance ainsi que I’opacité des colonies. On a observé des colonies
blanches, opaque, circulaires lisses bombées avec un aspect crémeux (Figure 14). Ce qui est
reconnue pour les Saccharomyces spp. ou elles sont des colonies de couleur blanche et un
aspect crémeux (Elkhihal et el., 2015) luisantes, lisses et bombées (Saoud et al., 2017).
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Figure 18. Aspect macroscopique des colonies caractéristiques des isolats Lc7 et Zc5
(photographie originale, 2023)

11-2-2. Microscopique :

L’observation microscopique des levures isolées a été effectuée a I’état frais. Elle a permis de
définir leurs formes et leurs arrangements, leurs modes de division, ainsi que leurs tailles
cellulaires (Tableau). Saccharomyces spp. au grossissement 400X se présente sous forme de
cellules isolées, ovoides ou arrondies longues et elle possede une paroi cellulaire qui protége
la cellule. Ce sont des cellules de bourgeonnement unipolaire avec une dimension de 3,5 a 5
microns (Jabarit, 1970).

Apres I’identification macroscopique et microscopique, on a reussi a identifier des isolats
caractéristiques isolés a partir de I’échantillon du Lben et celui du Zebda. Sept isolats de
levure ont été trouvés dans les échantillons analysés et considérés en tant que Saccharomyces
spp. Elles ont été codées de la maniéere suivante pour pouvoir les différencier : Lcl, Lc7, Lc8,
Zc4, Zc5, Zc6 et ZcT.
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Figure 19. Caractérisation microscopique a 1’état frais de I’isolat Saccharomyces spp. Lc8

sous 1’objectif 40.

Isolat Observation microscopique sous 1’objectif 40 Description
microscopique sous
’objectif 40

5 -Cellules isolées
) -

g -Arrondies

-Immobiles

Saccharomyces ,'&‘%
spp. Lc8 o0

-Noyau

-Membrane
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-Bourgeonnement

unipolaire

ourgeonnement
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11-3. Assimilation des sources carboniques :

Le test de I’assimilation des sources carbonés nous a permet de déterminer la capacité des
levures a utiliser un sucre/glucide spécifique comme unique source de carbone. Ce test a
montré que tous les isolats sont capables de fermenter le fructose et incapable d’assimiler
I’arabinose (Tableau). Cette fermentation est observée par la présence de gaz dans les cloches
de Durham apres incubation des isolats levuriens. Notant aussi que nos isolats ont fermenté le
sucrose et le lactose sauf pour les isolats Saccharomyces spp. Lc7 et Lcl, respectivement. Le
galactose et le maltose ont été fermentés par 5 isolats de levures tandis que le dextrose est
assimilé uniquement par 4 isolats de Saccharomyces spp. (Tableau 8). Il est important de
noter que dans ce test la souche de référence est capable de fermenter tous les sucres, a
I’exception de 1’arabinose. Il est reconnu que les Saccharomyces ne fermentent pas le lactose
selon la galerie Api 20 C AUX (BioMérieux, 2007), car elle manque a la fois de lactose
perméase et de B-galactosidase qui sont responsables du transport du disaccharide dans le
cytoplasme pour I’hydrolyser en monosaccharides (Zou et al ; 2013). Dans notre cas, tous les
isolats ont fermenté le lactose sauf Lcl ce qui nous oblige a se mettre en question, nous avons
3 possibilités : soit nos isolats on fait une mutation ou ils ont réussi a développer le géne
LAC4 et LAC12 qui se trouvent chez Kluyveromyces marxianus. Les levures Kluyveromyces
et Saccharomyces sont les descendantes d'un ancétre commun, partageant de fortes
similitudes dans leur dotation génétique globale Rubio-Texeira, M (2006). Dans certaines
études, ils introduisent de LAC4 codant pour la B-galactosidase et LAC12 codant pour le
transporteur de lactose de K. marxianus et K. lactis en S. cerevisiae ce qui va permettre la
fermentation directe du lactose par S. cerevisiae modifié (Liu et al ; 2016). Ils préparent ces
hybrides pour produire de grande quantité 1’éthanol parce que les rendements en éthanol du K.
marxianus et K. lactis sont faibles, ils ne peuvent pas fermenter de fortes concentrations de
lactose dans des conditions anaérobies, en revanche, S. cerevisiae a longtemps été utilise pour
produire de I'éthanol. Les souches sauvages de S. cerevisiae ne peuvent pas assimiler le
lactose en raison de I'absence de voies endogénes de son assimilation. La deuxieme possibilité
est que le lactose utilisé dans cette étude n’était pas de bonne qualité. Enfin, il peut étre aussi

a cause d’une erreur expérimentale, mentionnant qu’on a répété 1’essai plusieurs fois.
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Tableau 8 : Résultats de ’assimilation des sources carbonés des isolats de Saccharomyces

SPp.

Isolats Sucrose Galactose Lactose Fructose Maltose Dextrose Arabinose
Saccharomyces + + + + + - -
spp. Lc8
Saccharomyce - + + + + + -
spp. Lc7
Saccharomyces + + - + + - -
spp. Lcl
Saccharomyces + + + + + + -
spp. Zc4
Saccharomyces F - + + + + -
spp. Z¢5
Saccharomyces + - + + - - -
spp. Zc6
Saccharomyces + + + + - n -
spp. Zc7
Saccharomyces + + + + + + -
cerevisiae

Présence de gaz (+) ; Absence de gaz (-)

11-4. Activite Protéolytique :

La gélose au lait écrémé ou Skim milk agar est un milieu efficace pour la détection des
protéinases extracellulaires liées aux cellules. L’¢étude de 1’activité protéolytique est faite afin
de prouver la présence des enzymes protéolytiques responsables de la protéolyse chez les
Saccharomyces isolées, qui est déterminées par I’observation d’un halo clair entourant les
colonies. Les zones claires dans la gélose au lait écrémé sont produites par des colonies de
différentes tailles (Pailin et al., 2001). Plus la zone claire est grande plus elle peut étre
interprétée comme ayant plus de protéolyse. Tous nos isolats ont présenté une activité
protéolytique ce qui indique la présence des enzymes « protéase » (Tableau 9). Il est reconnu
que les levures du genre Saccharomyces présentent une activité protéolytique importante,
comme il est indiqué dans 1’étude de Moradi, et al. (2018) et de Cordonnier (1967).

Saccharomyces cerevisiae est particulierement riche en activités protéasiques variées : des
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activités protéinasiques, endo-peptidasiques et exo-peptidasiques ont été descellées et parmi
celles-ci des activités carboxypeptidasiques, aminopeptidasiques et
aminocarboxypeptidasique. Saccharomyces également posséde 1’équipement enzymatique
suffisant pour dégrader les protéines jusqu’au stade ultime des acides aminés. L’activité
protéolytiques des levures est utilisée généralement pour 1’affinage des fromages (Kresze,
1991 ; Boiron, 1996). Les enzymes protéolytiques jouent également un role dans la
prolifération des flores microbiennes et fungiques des fromages dont on connait la fonction de
« la maturation » des fromages (modification de la texture et de I'ardme) en tant que matériel

de protéolyse (Cordonnier, 1967).

Figure 20. Résultat du test d’activité protéolytique des isolats Zc5 et Zc¢7 (photographie
originale, 2023).

De plus, les résultats de 1’activité hémolytique sont présentés dans le Tableau 9. Tous les
isolats de levures testés ont une activité hémolytique y (non hémolytique) et aucune des isolats
examinés n'a montré d'activité B-hémolytique lorsqu'elle a été cultivée dans une gélose YPD
au sang humain. L'absence d'activité hémolytique est considérée comme une sécurité
préalable a la sélection d'une souche probiotique (Castro-Rodriguez et al., 2015). Il est
mentionné aussi dans 1I’é¢tude de Diguta et al, (2023) que chez les Saccharomyces aucune
activité hémolytique n'a été détectée, ce qui confirme le caractere non pathogéne des isolats,
qui peuvent donc étre considérées comme sdres pour une utilisation probiotique dans, par
exemple, I'alimentation des poissons.
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Tableau 9 : Résultats de ’activité protéolytique et hémolytique des isolats de Saccharomyces

Spp

Figure 21. Résultat de test d’activité hémolytique des isolats Zc5 et Lc7 (photographie
originale, 2023)

Isolats
Saccharomyces spp. Lc8

Saccharomyces spp. Lc7
Saccharomyces spp. Lcl
Saccharomyces spp. Zc4
Saccharomyces spp. Zc5
Saccharomyces spp. Zc6
Saccharomyces spp. Zc7

Saccharomyces cerevisiae

Activité protéolytique
+

+

+

+

+

Activité hémolytique
X

T = S R e S R R et

Présence du halo claire (+) ; Absence du halo claire (-)
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11-5. Résistance aux antibiotiques :

Aprés l'incubation des boites, le diametre des zones d'inhibition autour des disques ont été
mesurées. Dans cette étude, la sensibilité aux antibiotiques a été déterminée avec les quatre
antibiotiques en utilisant la méthode de diffusion sur disque. Quatre antibiotiques ont été
utilisés : Ampicilline (Amp, 10 pg), Erythomycine (E, 15 pg), Tetracycline (TE, 30 nug),
Gentamicine (Gent, 10 pg). La consommation fréquente de ces types d'antibiotiques peut
entrainer un déseéquilibre dans la microflore intestinale sensible. La résistance aux
antibiotiques des probiotiques ne constitue généralement pas un probleme de sécurité lors des
mutations ou des mécanismes de résistance intrinseque sont responsables du phénotype de
résistance et ainsi I'équilibre microbien peut étre préservé. Les souches isolées de
Saccharomyces spp étaient résistantes aux antibiotiques utilisés et pourraient étre utiles pour
restaurer la microflore intestinale chez les patients qui sont sous ces traitements
d’antibiotiques (Castro-Rodri’guez et al., 2015). Les souches probiotiques doivent avoir un
profil d'innocuité pour les applications alimentaires et humaines (S. Divyashree et al., 2021).
Les observations obtenues indiquent que nos sept isolats sont résistants aux antibiotiques.

Tableau 10. Résultats de la résistance des isolats de Saccharomyces spp aux antibiotiques
(Amp, Gent, E et TE)

Isolats TE Gent E Amp

Saccharomyces R R R R
spp. Lc8

Saccharomyces R R R R
spp. Lc7

Saccharomyces R R R R
spp. Lcl

Saccharomyces R R R R
spp. Zc4

Saccharomyces R R R R
spp. Zc5

Saccharomyces R R R R
spp. Zc6

Saccharomyces R R R R
spp. Zc7

Saccharomyces R R R R
cerevisiae

Amp (ampicilline, 10ug) ; Gent (gentamicine, 10ug) ; TE (Tetracycline, 30ug) ; E (Erythomycine, 15ug).

Zone d’inhibition > 15mm (S) ; Zone d’inhibition < 15mm (R).
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Figure 22. Résultat du test de résistance des levures du genre Saccharomyces aux

antibiotiques (photographie originale, 2023)

11-6. Activité antibactérienne :

Afin d'évaluer l'effet inhibiteur de nos isolats vis a vis aux bactéries responsables des
intoxications alimentaires, des souches bactériennes de référence ont été sélectionnées pour la
détermination de I'activité antibactérienne (Staphylococcus aureus ATCC29213, E. coli
ATCC25922 et Listeria innocua ATCC33090). Comme indiqué dans le tableau 11, tous les
sept isolats avaient une meilleure activité antibactérienne contre tous les gram-positifs testés
(S. aureus et L. innocua) par rapport aux certains autres antibiotiques, suggérant que
Saccharomyces spp est promettant de remplacer les antibiotiques pour le traitement clinique
(Jiang et al., 2021). De plus, ils n’ont pas montré une activité antibactérienne vis a vis
Escherichia coli, bacilles gram négatif. Un effet remarquable contre les bactéries gram-
positives et aucun effet mesurable contre les gram-négatifs.

Les surnageants montrent que les composants responsables de 1’activité antibactérienne ne
sont pas extracellulaires. L'une des propriétés les plus recherchées des levures probiotiques est
I'activité antibactérienne contre les agents pathogénes humains. Les isolats ont montré une
activité antimicrobienne modérée contre les bactéries par rapport a l'antibiotique standard
(Doxycycline pour les bactéries). Les isolats ont montré une meilleure activité antibactérienne
contre les bactéries gram positif que les grams négatifs. Le surnageant de culture a montré la
moindre activité antimicrobienne indiquant que les composés antimicrobiens ne sont pas

extracellulaires, mais plut6t liés aux cellules.

54



Figure 23. Résultat du test de 1’activité antibactérienne des isolats de levures du genre
Saccharomyces (A : Culture levurienne ; B : Surnageant levurien) (photographie originale,
2023)

De plus, les levures probiotiques qui ont montré une activité antagoniste contre les agents
pathogénes humains (Fakruddin et al., 2017) tels que Listeria, Escherichia coli et
Staphylocoque. Selon Roostita et al. (2011), les composés antimicrobiens des levures étaient
connus comme des acides organiques et des protéines qui pouvaient inhiber la croissance des
bactéries et des moisissures. Ils ont trouvé que Saccharomyces cerevisiae produit plusieurs
protéines qui ont la capacité antimicrobienne. Ainsi, les levures ont également la capacité de
produire du dioxyde de soufre qui pourrait inhiber la croissance des bactéries lactique
d’altération (Fleet, 2003).
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Tableau 11. Résultats de 1’activité antibactérienne des isolats de Saccharomyces spp.

Isolats

Saccharomyces
spp. Lc8
Saccharomyces
spp. Lc7
Saccharomyces
spp. Lcl
Saccharomyces
spp. Zc4
Saccharomyces
spp. Zc5
Saccharomyces
spp. Zc6
Saccharomyces
spp. Zc7
Saccharomyces

cerevisiae

S. aureus

o

++

o

++

++

++

++

++

Surnageant

L. innocua

++

++

++

++

++

++

E. coli

S. aureus

++

++

++

++

++

++

++

++

Culture levurienne

L. innocua

o

++

o

++

++

++

++

++

.coli

(++) forte inhibition avec des zones claires détectables autour des puits ; (+) faible inhibition autour des puits ;

(-) pas de zone d'inhibition.
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Conclusion et
perspectives



Conclusion et perspectives :

L’objectif principal de la présente étude est d’une part d’isoler et identifier partiellement des
levures appartiennent au genre Saccharomyces spp. a partir des produits laitiers fermentes
traditionnellement et d’autre part d’étudier leurs profils probiotiques. L’isolement sélectif
nous a permis d’identifier partiellement 7 isolats de levures qui ont présenté des
caractéristiques morphologiques identiques a celle de Saccharomyces spp. Le test de
I’assimilation des sources carbonés nous a montré que tous les isolats sont capables de

fermenter le fructose et incapable d’assimiler 1’arabinose.

De plus, tous les isolats de levures testés ne présentent aucune activité hémolytique (y
hémolyse) et possedent ainsi une activité protéolytique remarquable, ce qui indique la
présence des enzymes protéolytiques « protease ». De plus, toutes les Saccharomyces spp.
isolées ont résisté aux antibiotiques testés et montré une meilleure activité antibactérienne
contre tous les gram-positifs testés (S. aureus et L. innocua). Néanmoins, aucune activité

antibactérienne n’a été observée vis a vis Escherichia coli, bacilles gram négatif.

Les aliments naturellement fermentés ont récemment attiré I'attention des professionnels de la
santé car ils aident a renforcer la flore intestinale humaine. Les levures isolées dans ce travail
appartiennent au genre Saccharomyces se sont révélées étre de puissants microorganismes

probiotiques, ce qui met la lumiére sur d’autres idées pour poursuivre cette étude :

e Une confirmation génotypique des souches de Saccharomyces spp. testées,
e Etudier I'utilisation thérapeutique et ses avantages potentiels pour les isolats in vivo ou

dans des modéles animaux,

e Etudier leurs effets bénéfiques pour traiter I’intolérance au lactose et 1’utilisé comme
traitement.

e Comprendre le mécanisme d'action des probiotiques pour développer de nouvelles

stratégies pour traiter ou prévenir les maladies gastro-intestinales et auto-immunes.
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