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Résume :

Le but de ce travail est de tester la capacité de deux souches de levures, Geotrichum candidum
et Yarrowia lipolytica, a produire des ardmes sur milieux semi-solides, en valorisant des sous-
produits et des substrats d’origine agro-alimentaire (chapelure, son de blé, paille de blé,
caroubier, flacons d’avoines, et le riz). Et ainsi sur milieux liquides (caillé et lactosérum) en
présence ou absence de précurseur. En premier lieu des tests enzymatiques ont été effectues
pour les deux souches, afin de vérifier leurs aptitudes a dégrader les substrats solides. Au cours
de la premiere fermentation en milieux semi-solides, aucune production d’ardme n’a été
apercue. Par contre, lors de la deuxieme fermentation en milieux liquides, il y’avait une
production d’ardme de fromage. L’association de ces deux levures en présence de précurseur

était le choix le plus convenable pour une production optimale des arémes.

Mots clés :

Geotrichum candidum, Yarrowia lipolytica, production des ardbmes, fermentation semi-solide,

fermentation liquide.



Abstract:

The aim of this research study is to test the ability of two yeast strains, Geotrichum candidum
and Yarrowia lipolytica, to produce aromas on semi-solid media, by valorizing by-products and
agro-food substrates (breadcrumbs, wheat bran, wheat straw, carob, oat flakes, and rice). And
so on liquid media (milk curd and whey) in the presence and absence of precursor. First,
enzymatic tests were performed for both strains to verify their ability to degrade solid
substrates. During the first fermentation in semi-solid media, no aroma production was
observed. Whereas, during the second fermentation in liquid media, cheese aroma was
produced. The combination of the both yeasts in the presence of precursor was the most suitable

choice for an optimal aroma production.
Keywords:

Geotrichum candidum, Yarrowia lipolytica, aroma production, semi-solid fermentation, liquid

fermentation.
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INTRODUCTION :

La production des ardmes représente une partie importante du secteur agroalimentaire, mais
aussi des secteurs cosmétiques, chimiques et pharmaceutiques (Verma et al ., 2021). Leur
marché est en plein croissance afin de répondre aux attentes des consommateurs qui sont de

plus en plus attentifs a leur santé et a la composition de leurs aliments.

Les ardbmes peuvent étre produits par trois méthodes principales ; la synthese chimique,
I’extraction a partir de sources naturelles ex. des matiéres premiéres végétales ou animales
(fraise, café, vanille), et la voie biotechnologique (Tripti, 2021). En effet, les arbmes obtenus
par méthode biotechnologique sont appelés bio-ardmes. Dans la production des bio-ardbmes, des
méthodes microbiologiques, enzymatiques et de culture tissulaire sont utilisées. Des travaux
scientifiques récents portent sur I'optimisation des bioprocédés, en particulier la bioconversion,

qui est I'outil de base dans la production de bio-arémes (Ludmila et al., 2008).

La biotechnologie propose des méthodes de production de bio-aromes en utilisant des cellules,
des tissus d'origine végétale et le plus souvent des microorganismes par deux approches ; la
premiere approche est la bio production, cette technique consiste a utiliser les microorganismes
pour produire les ardmes par fermentation a partir d'un substrat contenant les éléments de base
nécessaires a la synthése des composés. La deuxieme approche est la bioconversion, qui
consiste a valoriser des résidus agro-industriels et des substrats complexes et peu colteux (Try,
2018).

Plusieurs microorganismes ont été étudiés ou utilisés dans la production des arbmes en
particulier les levures. Ces microorganismes sont des acteurs essentiels intervenant dans divers
domaines graces a leurs propriétes physiologiques tres caractéristiques. Yarrowia lipolytica et
Geotrichum candidum sont reconnue pour leur capacité a synthétiser des composés aromatiques
par bio production. En effet, la levure Y. lipolytica a une grande importance économique liée a
sa capacité a : dégrader des lipides et des alcanes lors du traitement des déchets d’huileries,

dépolluer des hydrocarbures, produire des composés d’intérét pharmaceutique et industriel et
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également la biotransformation de lipides en composés d’aromes (Waché et al., 2001). D’autre
part, la levure G. candidum, qui est un champignon aux propriétés aromatiques, a été souvent
utilisée pour Il'affinage commercial du fromage. Ce microorganisme a une activité lipolytique
tres élevee. Certaines souches peuvent produire dans le bouillon de culture une odeur fruitée,
due a la production d'esters et d'alcools (Mdaini et al., 2006). La production des ardbmes par ce
type de levures est bien connue en fermentation en milieu liquide mais en fermentation en

milieu solide, elle n’a pas encore été étudiée.
De ce fait, les principaux objectifs du présent travail sont :
. L’identification macroscopique et microscopique des souches de levures utilisées ;

. Mise en évidence des activités hydrolytiques extracellulaires (protéase, amylase,

cellulase, hémicellulase, lipase) sur milieux gélosés spécifiques ;

. Prospection de la production d’ardme par Geotrichum candidum GEOL17 et Yarrowia

lipolytica sur différents milieux de fermentation ;

. Prospection de la production d’aréme par G. candidum GEO17 et Y. lipolytica sur

différents milieux fromagers liquides.
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1- LES AROMES:
1.1- Généralité :

Lors de la consommation d'un aliment, on recgoit une information d'ensemble des sensations
enregistrées aux niveaux gustatif, olfactif et tactile (en anglais, cette information est désignee
par le concept "Flavour"). Pour percevoir lI'aliment par le goGt ou les récepteurs olfactifs, des
composants d'ardbme et de golt doivent étre libérés dans la salive, ce qui dépend de la
composition et de la structure de la matrice alimentaire et du comportement masticatoire
(Werner et al., 2010). Les composés aromatiques doivent alors étre transportés de la cavité
buccale a la cavité nasale (Guichard et Salles, 2016). Ainsi, ce sont les ardmes rétro nasaux

qui se conjuguent aux signaux gustatifs pour donner naissance aux saveurs.

D'une maniére genérale, les substances gustatives ne sont pas volatiles a la température
ambiante. De ce fait, elles sont uniquement perceptibles par les papilles gustatives. En tant que
substances gustatives, les combinaisons acides, sucrées, ameres et salées sont trés importantes.
L'expression "ardme", tout comme I'expression "substances gustatives”, est utilisée sans
jugement de valeur car la méme combinaison peut, dans un aliment, participer a la formation
d'odeurs et de godts typiques, et dans un autre contribuer a un défaut d'odeur ou de golt (off-

flavour).
1.2- Définition des aréomes :

On peut définir I'ardme d'un aliment comme I'ensemble des substances qui sont présentes au
moment de la consommation et qui peuvent passer dans le torrent gazeux pour créer des

sensations olfactives (Rocha, 2022) ;
« le terme arbme est réservé a l'usage alimentaire ;
« les substances ainsi nommeées ont une nature chimique ;

« I'ardbme est le plus souvent le résultat d'un mélange de nombreuses molécules qui doivent avoir
pour caractéristique :
- de changer d'état en passant d'un milieu le plus souvent aqueux a une phase gaz ;

- de pouvoir atteindre I'organe olfactif a travers le mucus nasal ;
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- de réagir avec les membranes réceptrices de I'organe sensoriel (Sowndhararajan et
Kim, 2016).

Suivant les substances et les agents aromatisants utilisés lors de la fabrication des arémes, il

existe trois types d’ar6mes : naturel, synthétique, et semi-synthétique.

Les arbmes naturels sont extraits de plantes, d'herbes et d'épices, danimaux, ou de
fermentations microbiennes. Certains de ces composés aromatiques sont des produits de
dégradation catabolique dérives de métabolites primaires tels que les lipides acylés et les acides
aminés, d’autres sont des «produits secondaires», tels que les phénylpropanoides et les
monoterpenes (Croteau et Karp, 1994). Par contre, les ardbmes synthétiques sont
chimiquement similaires aux ardbmes naturels, facilement disponibles et moins chers, fabriqué
avec des matiéres premieres synthétiques. En outre, les ardbmes semi-synthétiques sont les
substances aromatisantes obtenues par synthése ou isolées par des procédés chimiques, la
composition chimique de ces derniers est identique a celle de leurs homologues naturels, et ces

agents aromatisants ne peuvent contenir aucune substance aromatisante artificielle.

1.3- Nature chimique des corps odorants :

Les composés odorants ou arémes, sont des molécules organiques de faible poids moléculaire
(M<400 Daltons), dont la tension de vapeur sous pression atmosphérique est suffisamment
élevée, pour qu'elles se trouvent en partie a I'état vapeur dans I'atmosphere, et puissent au
contact de la muqueuse olfactive provoquer un stimulus. Ces constituants appartiennent a
différentes classes de la chimie organique : hydrocarbures (généralement de nature terpénique),
alcools, ether-oxydes, aldéhydes, cétones, esters, amines, amides et divers hétérocycles
(Kabbaj, 1997).

Un ardme naturel représente pondéralement une partie minime du produit alimentaire dans
lequel il se trouve (Jaubert, 1983). Selon Richard (1992), la note aromatique d'un produit
alimentaire est parfois due a un seul composé ; tel que le menthol de la menthe, le

cuminaldéhyde du cumin et l'oct-1-én-3-ol des champignons.
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1.4- Utilisation des arémes :

Les ardmes jouent un réle important dans la qualité des aliments, le consommateur attend d'un
aliment, en plus d'une qualité irréprochable, un arbme et un godt attrayant. La plupart des
aliments produits industriellement pourraient difficilement étre élaborés sans I'adjonction
d'arbmes appropriés. Par ailleurs, I'ardme est utilisé pour compenser des pertes survenues au
cours du procédé de traitement de I'aliment, c'est cette nécessité qui a conduit au développement
de I'industrie aromatique afin de pourvoir aux besoins en ardmes des industriels de I'alimentaire

(Calin-Sanchez et Carbonell-Barrachina, 2021).

Conformément au réglement (CE) No. 1334/2008 du Parlement européen et du Conseil du 16
décembre 2008, « Les ardmes sont utilisés pour améliorer ou modifier I’odeur et/ou le godt des
aliments au profit du consommateur. Les arbmes et ingrédients alimentaires ayant des
propriétés préférentielles ne devraient étre utilisés que s’ils remplissent les critéres fixés dans
le présent réglement. Ils doivent étre sans danger lorsqu’ils sont utilisés, et certains arémes
doivent donc faire 1’objet d’une évaluation des risques avant d’étre autorisés dans les aliments »

(European Parliament, Council of the European Union, 2008).

1.5- Classification du composé aromatique :

Les composés d’arome sont des molécules volatiles, cette caractérisation implique que celle-Ci
soient de faible masse molaire et avec, majoritairement, une masse molaire inférieur a
400g/mol. Les arbmes sont en général classés suivant la classe de composés organique a
laguelle ils appartiennent (tableau 1). Une trés grande variété de classes organique est en fait
représentée dans les composés d’arome, depuis les hydrocarbures les plus simples jusqu’a des

composeés polyfonctionnels et/ou hetérocycliques assez complexes (Genot et al., 2012).

Tableau 1 : Classification des composés aromatiques

Classe Exemple Structure Saveur Référence

Lactones d-décalactone /(l Fruité (Dastager,
HiC(H;C)sH:C QO o] 2009)

Pyrazines 2,5-diméthyl Noisette (Sharma et
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pyrazine al., 2020)
HaC. /N
\E\N]\Cm
Esters Hexanoate i L’ Anis (Sharma et
d’éthyle /\JJ\/\/\ al., 2020)
Terpénes Menthol ij\ Saveur de (Caputi et
/\ menthe Aprea,
2011)
Cétones Diacétyle i N Saveur de (Dastager,
JY ) beurre 2009)
Aldéhydes 2-méthylbutanal I Saveur (Smit et
/j)L chocolatée al., 2002)
Alcools ©/\/°H Rose (Hanan et
Alcool al., 2019)
phényléthylique
Les acides gras acide butyrique I Saveur de (Smit et
/\)J\o beurre al., 2002)

1.6- Procédés biotechnologique pour la production d’arémes :
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Pendant longtemps, les extraits de plantes ont été la plus grande source naturelle d'additifs
aromatiques pour I'industrie alimentaire. Néanmoins, I'extraction a partir de plantes est sensible
aux aspects écologiques, sociaux et politiques (Christaki et al., 2012). La production d'ardbmes
via des procédés biotechnologiques est apparue comme une alternative prometteuse pour

surmonter les problémes liés a ceux issus des plantes ou de la synthése chimique (figure 1).

Une alternative est offerte par I'adoption de méthodes biotechnologiques en utilisant les micro-
organismes (Braga et al., 2018). Les arémes obtenus par cette voie bénéficient du label naturel.

Les micro-organismes peuvent donc étre employés soit dans :

« les bioconversions : méthodes par lesquelles des micro-organismes ou des enzymes
spécifiques produisent des molécules difficiles a synthétiser chimiquement. 1l est a noter que
I'emploi de I'enzyme est toujours préféré a celui du micro-organisme qui peut étre a lI'origine de

réactions non désirées.

* la biosynthése de composés d’ardme : biosyntheése de métabolites, a partir de substrats

élémentaires carbonés et azotés.

« la production de préparations aromatiques ; il s'agit de préparations aromatisantes contenant
un mélange de molécules odorantes. Malheureusement I'optimisation de ce procédé reste
difficile (Kabbaj, 1997)
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CULTURES e REACTIONS ENZYMATIQUE
MICROBIENNES BIOTECHNOLOGIQUES

Levures, champignons, bactéries

I i cultures de

cellules

végétales Lipases, protéases, glucosidases...

\ L

Métabolisme secondaire

Milieu réactionnel
Callus, suspension, racine... (aqueux, sans solvant, organique, SC-

co2)

fermentation

précurseurs

précurseurs

Processus
spécifique

AROME
NATUREL

Figurel: Procédés biotechnologique pour la production d’arémes (Longo et Sanroman, 2006).

1.6.1- Production d’aréme par voie végétale :

La production d’ardmes par voie végétale est une méthode viable pour produire un large
éventail de saveurs et d’ardmes caractéristiques de leur origine végétale (tableau 2), Ces
arbmes, comme la vanille et le cacao, sont des métabolites secondaires qui ont été proposes
comme cibles possibles pour I’utilisation industrielle des cultures cellulaires végétales (Scragg,
1997). Cette approche est basée sur la capacité biochimique et génétique unique, et la
totipotence des cellules végetales. Chaque cellule d’une culture végétale contient 1’information
génétique nécessaire pour produire de nombreux composants chimiques qui constituent une
saveur naturelle, 1’alimentation intermédiaire de la voie biosynthétique peut améliorer la
production de meétabolites aromatiques par biotransformation de précurseurs (Longo et
Sanroman, 2006).

Tableau 2: Les ardmes produits par voie végétale

Produits Les especes végétales Références

2,3-butanedione, Agastache rugosa (Kimet al., 2001)

(E,Z)-2,6-nonadienal et
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(E,2)-2,6-nonadien-1-ol

Aréme de pomme

Malus silvestris

(Drawert et al., 1984)

Acide cinnamique

Nicotiana tabacum

Caryophylléne

Lindera strychnifolia

Ardme de basmati

Oryza sativa

(Suvarnalatha et al., 1994)

Ardme de cacao

Theobromo cacao

(Townsley., 1972)

Flavanol Polygonum hydropiper (Nakao et al., 1999)
Ail Allium sativum (Ohsumi et al., 1993)
Monoterpénes Perilla frutescens (Nabeta et al., 1983)
Oignon Allium cepa (Prince et al., 1997)

Triterpénoides

Glycyrrhiza glabra

glandulifera

Ayabe et al., 1990)

Vanilline

Vanilla planifolia

(Dornenburg et Knorr., 1996)

1.6.2- Production d’arome par voie microbienne :

Les micro-organismes ont, historiquement, joué un rdle essentiel dans I'élaboration des
composants aromatiques des différents aliments. Des produits tels que le vin, le vinaigre, la
biere, les légumes fermenteés, le lait, le soja et la viande ont été conservés, modifiés et aromatises
a partir de souches microbiennes. Les micro-organismes peuvent synthétiser des arémes en tant
que métabolites secondaires lors de la fermentation sur des nutriments tels que les sucres et les
acides amines. Des cultures microbiennes peuvent étre utilisées pour produire des composés
aromatiques (tableau 3), soit spécifiguement pour une application en tant qu'additifs
alimentaires, soit in situ dans le cadre de processus de fermentation alimentaire (Longo et

Sanroman, 2006)

Les micro-organismes producteurs d'ardbmes sont omnipresents dans la nature, comme un aréme
terreux du sol aprées la premiere pluie, I'odeur piquante d'une piéce humide et une odeur
désagréable d'abattoir, tout cela a cause de micro-organismes omniprésents. Le premier

composé aromatique, le benzaldéhyde, a été identifié comme ayant une saveur caractéristique
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d'amande (Krings et Berger, 1998). L'un des concepts de la production d'ardbmes microbiens
a été donné par Omelianski en 1923. Ce travail expliquait la formation de produits aromatiques
agréables par I'action de micro-organismes dans certain aliments. Cela explique également le
caractére changeant des micro-organismes producteurs d'aréme qui dépend d'un substrat, du

temps d'incubation et de la température.

La plupart des micro-organismes produisent des composés volatils aromatiques pendant la
phase stationnaire de la fermentation, ainsi les composés aromatiques sont classés comme
métabolite secondaire. Les chercheurs ont constaté que la plupart des especes fongiques
produisent des ardmes naturels par voie de novo (la synthese de substances a partir de molécules
élémentaires simples (sucres, acides aminés, sels azotés, minéraux))(Braga et al., 2018 ;
Priyanka et Vijay, 2019).

Un large éventail d'espéces fongiques produit des bio-saveurs par biotransformation, des
levures et des moisissures, comme le genre Geotrichum, produisent divers métabolites
secondaires y compris les ardmes, qui donnent un fort ardme fruité prononcé d’ananas. Aussi,
les chercheurs ont observé d’autres champignons tel que Ceratocyctis moniliformis, qui avait
le potentiel de synthétiser plusieurs composés aromatiques tels que l'acétate d'isobutyle,
l'acétate d'isoamyle, I'acétate de propyle, le géraniol et le citronellol (Longo et Sanroman,
2006).

Tableau 3 : Les ardmes produits par voie microbienne

Substrat Microorganisme Produit Structure Arbme Référen
chimique ce
Limoné | Sphingobiumsp. | a-terpinéol i Odeur de (Molina
ne lilas etal.,
2019)
L- Ischnoderma Benzaldéhyd i Arbme (Fabre et
phénylalan benzoinum e 8 d'amande al., 1996)
ine amere
CBS 311.29
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alcool Colletotrichum 2-phényl > Odeur de (Velasco
cinnamyliq acutatum éthanol rose etal.,
ue 2010)
L’acide Micrococcus - Ardme de (Boratyn
oléique luteus dodecalacton pécheet | skietal.,
e J\Od fraise 2020)
Acide Pycnoporous Vanilline i Aréme de (Tilay et
férulique cinnabarinus ‘ " vanille al.,
. 2010)
R-(+)- Fusarium R-(+)-0- i Odeur de (J.M.R
limonéne oxysporum terpinéol lilas etal.,
2005)
HgC/IH\CHg
Isoeugenol Bacillus pumilus Vanilline I Arome de (Xuet
:Q)L~ vanille al., 2007)

2- Généralité sur les levures :

Les levures sont des acteurs essentiels intervenant dans divers domaines du a leur intérét, un
grand nombre de levures utilisées en biotechnologie, a été obtenu a partir d’habitats naturels ou
elles ont développé une faculté d’adaptation grdce a leurs propriétés physiologiques.
L’ingénierie de ces levures a donc trouvé dans 1I’industrie un champ d’application pour produire

divers métabolites comme les arémes.
2.1- Geotrichum candidum :

2.1.1-Taxinomie :

Identifiée pour la premiére fois par Link en 1809 a partir d’un échantillon de sol, I’espece G.
candidum a ensuite été isolée de la surface d’un lait et identifiée en 1850 par Fresenius

(Wouters et al., 2002). G. candidum a été nommee de multiples fagons, les synonymes les plus
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communément utilisés étant Oidium lactis (Wouters et al., 2002) ou Oospora lactis (de Hoog
et al., 2004). L appellation Geotrichum candidum désigne la forme anamorphe (asexuée) de
I’espéce, cette derniere se retrouvant en grande abondance dans la nature, alors que 1’appellation
Galactomyces candidus désigne la forme téléomorphe (sexuée) de I’espece, celle-ci étant
présente en bien plus faible abondance (de Hoog et al., 2004). Les formes asexuée et sexuée
descendent chacune du regne des Fungi, sous le phylum des Ascomyta, la classe des
Hemiascomycetes et 1’ordre des Saccharomycetales (Tableau 4), mais different par leur famille,
respectivement celle des Candidaceae (Eliskases-Lechner et al.,, 2011) et celle des
Dipodascaceae (Pottier et al., 2008). Le genre Geotrichum est de fait composé de 22 espéces,
celles-ci étant relativement éloignées phylogénétiquement (Eliskases-Lechner et al., 2011).

Tableau 4 : Nomenclature actuelle des Galactomyces candidus / Geotrichum candidum.

Etat téléomorphe Etat anamorphe
Phylum Ascomycota
Classe Hemiascomycetes
Ordre Saccharomycetales
Dipodascaceae Famille Candidaceae
Galactomyces Genre Geotrichum
Gal.Candidus Espéce G.candidum

tat téléomorphe = forme sexuée, état anamorphe = forme asexuée (Pottier et al., 2008)
2.1.2-Répartition :

G. candidum est une espéce ubiquitaire se retrouvant dans I’cau, le sol, I’air, les céréales, le riz,
le mais et les fruits trés mdrs (raisins, agrumes, tomates, bananes, concombres etc.). Ainsi, on
peut retrouver cette espece naturellement dans le lait et dans les produits laitiers (souvent ajouté
comme agent d’affinage) (Boutrou et al., 2005 ; Eliskases et al., 2011 ; de Hoog et al., 2011 ;
Thornton et al., 2010).
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2.1.3- Caracteristiques intrinséques générales :

G. candidum forme une colonie en présence d’oxygene (Eliskases et al., 2011) a croissance
rapide a 25 °C (Eliskases-Lechner, 2002) avec un pH optimal de 5,0-5,5 (Boutrou et
Gueguen, 2005), pouvant atteindre 5 a 6 cm de diametre en 5 jours sur de la gélose de
Sabouraud ou PDA. Au microscope, la croissance est caractérisée par la production d’hyphes

ramifiés de maniére dichotomique.

Sa croissance peut étre favorisée par le D-glucose, le D-mannose, le D-xylose, le L-sorbose, le
D-fructose, le D-galactose, le saccharose, le D-mannitol, le sorbitol, I'éthanol et le glycérol.
Ainsi dans des milieux sans vitamines (Thornton et al., 2010). Par contre, elle est tres peu
tolérante au sel, sa croissance étant affectée a partir de 1-2 % de NaCl et inhibée a une
concentration de 5-6 % (Eliskases et al., 2011). Enfin, G. candidum est une espéce qui tolere
facilement de faibles concentrations en O et de hautes concentrations en CO> (Desmasures,
2014)

2.1.4- Morphologie et activité physiologique :

G. candidum se caractérise par le phénomene de dimorphisme, c'est-a-dire le passage du stade
de moisissure a celui de levure. Deux morphologies distinctes : le premier morphotype (Figure
2A) réfere a une souche de couleur créme, a I'aspect levuriforme. Cette forme se développe a
une température optimale située entre 22 et 25°C, avec une croissance plus réduite a 30°C. A
production abondante d'arthrospores, donnant peu de mycélium ; plutét acidifiantes, a activité
protéolytique faible (Desmasures, 2014). Le second morphotype (Figure 2B) référe a des
souches bien blanches, plus ou moins feutrées, a température optimale plus élevée (25- 30°C),
a croissance plus faible a 22°C, produisant en milieux liquides des myceéliums plus importants
que les souches du type 1 ; plutbt alcalinisantes, a activité protéolytique plus marquée
(Desmasures, 2014). Certaines souches peuvent présenter des morphologies intermédiaires

entre les deux précédentes (Desmasures, 2014).
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Figure 2 : Aspect des souches de Geotrichum candidum sur milieu gélosé YEG aprés 4 jours de
croissance a 25 °C dans l'obscurité (Alper, 2013).

Les hyphes développés dans les colonies de G. candidum sont dichotomiquement ramifiées
alors que les arthrospores sont formées suite a la rupture des hyphes (Figure 3), et non dd au
bourgeonnement des cellules, comme ¢’est le cas pour plusieurs espéces de levures (Eliskases
etal., 2011). Les arthrospores peuvent avoir une forme cylindrique, ellipsoidale ou en forme de
tonneau (Figure 4), et peuvent avoir des tailles trés variables selon le morphotype identifié, soit
de 2-6 x 3-25 um (Eliskases et al., 2011).

Figure 3 : Microculture de G. candidum a 25 °C apres 17h sur milieu d’extrait de malt.

[1] Hyphes végétatives Iégérement segmentées ; [2] Hyphes sporulées correspondant aux futures
arthrospores (Eliskases et al., 2011).
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A : G. candidum (cylindre) et bactéries sur la surface d’une étagere en bois d’une laiterie x1300, B : G.

candidum et bactéries sur la surface d’un fromage de chévre x6000

Figure 4 : Microscopie électronique a balayage de milieu contenant G. candidum (Mariani et al.,
2007 ; Mariani et al., 2011).

Les différentes morphologies identifiées pour les souches de G. candidum ont déja été associées
avec leurs activités métaboliques. Les souches levuriformes ont démontré de faibles activités
alcalinisantes et protéolytiques, alors que des souches filamenteuses, dont la croissance
mycélienne est souvent plus prononcée, ont démontré des activités alcalinisantes et

protéolytiques plus élevées (Gueguen et Jacquet, 1982).

La résistance des souches au froid a été associée a leur caractere morphologique. Les souches
de type levuriforme seraient plus résistantes a des conditions a basses températures du fait
qu’elles produisent moins d’hyphes (Eliskases al., 2011). Sachant qu’en industrie alimentaire
les ferments sont utilisés sous forme congelée ou lyophilisée, cette caractéristique pourrait
devenir un critere intéressant pour orienter le mode de sélection des souches ou du moins en
tenir compte lors du traitement de congélation. L’activité physiologique des souches est
associée a leurs capacités de fermentation et de croissance sous différentes conditions, démontre
également une certaine diversité. L’activité physiologique de ’espéce G. candidum a été
réalisée par de Hoog et al.,(2011) pour permettre une meilleure identification de cette espéce
(de Hoog et al., 2011) (Tableau 5).
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Il existe une diversité selon la morphologie des souches de G. candidum et leur activité

physiologique, cela complique leur identification précise au niveau de I’espéce, nécessitant des

tests complémentaires faisant appel a la biologie moléculaire (Gente et al., 2008 ; Lopandic

etal., 2006.)

Tableau 5 : Activité physiologique décrivant 1’espéce Geotrichum candidum (de Hoog et al., 2011).

Fermentation

Glucose % Lactose -
Galactose -, VW Raffinose -
Sucrose - Trehalose -
Maltose -

Croissance en milieu liquide

Glucose + D-Ribose -
Inuline - Méthanol -
Sucrose - Ethanol +
Raffinose - Glycérol +
Mélibiose - Erythritol -
Galactose + Ribitol v
Lactose - Galactitol -
Tréhalose - D-Mannitol +
Maltose - D-Glucitol +
Mélézitose - myo-Inositol -
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Méthyl-o-D-

glucoside

Amidon soluble

Cellobiose
Salicine
L-Sorbose

L-Rhamnose

D-Xylose
L-Arabinose

D-Arabinose

DL-Lactate

Succinate

Citrate

D-Gluconate

D-Glucosamine

N-Acétyl-D-

Glucosamine
Hexadécane
Nitrate

Sans vitamine

Tests de croissance additionnels

Arbutine

Xylitol

D-Glucono-1,5-lactone

35°C

37°C

40 °C

+ = positif ; - = négatif ; v = variable ; w = weakly positive (faiblement positif) ; n = no data. Tableau

tireé intégralement de de Hoog et Smith (de Hoog et al., 2011).
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2.1.5- Proteolyse et catabolisme des acides aminés :

On peut définir I’activité protéolytique de G.Candidum comme étant 1I’hydrolyse des protéines
et des peptides en acides aminés (Upadhyay et al.,2004), elle joue un réle majeur dans le
développement des flaveurs du fromage en générant de courts peptides ainsi que des acides
aminés libres qui seront éventuellement transformés en composés d’aromes (Upadhyay et al.,

2004).

Elle se varie d’une souche a une autre en raison de sa morphologie, son origine (industrielle ou

indigéne), ou pour d’autres raisons non identifiés (Eliskases et al., 2011).

Cette activité peut étre mesurée de différentes fagons, par 1’évaluation du niveau d’activité des
enzymes (protéases) intra- et extracellulaires, ou par 1’évaluation physico-chimique de la

dégradation des protéines au cours du temps (dosage des peptides et/ou acides aminés libres).

Les protéinases des souches de G. candidum sont reconnues pour hydrolyser les caséines f et

asy a des valeurs optimales de pH entre 5,5 et 6,0 (Eliskases et al., 2011).

Lors de phase de protéolyse, les aminopeptidases et les carboxypeptidases des souches de G.
candidum dégradent les peptides de grands et moyens poids moléculaires en des peptides de
plus petits poids moléculaires et en acides aminés libres, ceux-ci constituant d’importants
précurseurs de composés aromatiques (Boutrou et al., 2005 ; Gente et al., 2008 ; Molimard
etal., 2006).

Parmi les acides aminés libres produits par activité peptidolytique, 1’acide aminé L-méthionine
est le plus important de tous (Molimard et al., 2006). Ce composé est précurseur de nombreux
composés soufrés volatils (CSV) responsables des aromes, le métabolisme d’autres acides
aminés peut ¢galement mener a la production d’ammoniac et a celle de plusieurs composés
aromatiques d’importance (Molimard et Spinnler, 1996). En effet, 1’acide glutamique, I’acide
aspartique, la leucine, la phénylalanine, la glutamine, I’alanine, la valine, I’isoleucine,
I’arginine, la cystéine, la sérine et la thréonine sont tous des acides aminés pouvant étre

catabolises par G. candidum (Castellote et al., 2015).
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2.1.6- Lipolyse et catabolisme des acides gras :

Elles sont utilisées pour enrichir certaines huiles en acides gras polyinsaturés ou encore en acide
linoléigue conjugué, les lipases de G. candidum sont également grandement utilisées pour
I’hydrolyse des lipides et la production de composés aromatiques dans les aliments, notamment
les fromages (Maldonado et al., 2017). Comme pour I’activité protéolytique, 1’activité

lipolytique de G. candidum est spécifique a chaque souche (Eliskases-Lechner et al., 2011).

Les lipases de certaines souches de G. candidum ont ainsi démontré une spécificité pour
I’hydrolyse des triacylglycérols présentant des acides gras insaturés a longue chaine avec un
double lien en position cis-9, notamment 1’acide oléique (18:1) (Desmasures, 2014 ;
Maldonado et al., 2017). Certaines souches vont également présenter une spécificité pour
d’autres acides gras insaturés en position cis-9, tels que 1’acide linoléique (18:2) I’acide
linoléigque (18:3) et I’acide palmitoléique (16:1) (Eliskases-Lechner et al., 2011 ; Maldonado
et al.,, 2017),ces acides gras libres sont a eux seuls des composés importants dans le
développement de I’ardme , mais ils sont également de précieux précurseurs d’arémes pour les
méthylcétones, les alcools, les lactones, les acides et les esters (Molimard et al., 1996). La
production des composés aromatiques ainsi que sa concentration est fortement dépendante de

la souche de G. candidum utilisée (Martin et al., 2001).

2.1.7- Usage commercial de G. candidum :

G. candidum peut étre utilisé dans le commerce pour ensemencer des fromages a croGte fleurie,
elle colonise presque toute la surface du fromage au début de sa maturation. On le trouve sur
les fromages a pate molle comme le camembert et les fromages a pate mi-dure tels que le saint-
nectaire et le reblochon. Outre ses propriétés utiles pour les industriels laitiers, G. candidum a
aussi été decrit comme un producteur d’aréme, déja utilisé pour donner directement une qualité
organoleptiques aux produits de fermentation (boisson, fromages, etc.). Il offre maintenant de
nouvelles possibilités d’application dans la synthese des ardbmes et des enzymes (Marcellino et
al., 2001).

2.2- Yarrowia lipolytica :

La levure Y. lipolytica est une levure non pathogéne qui se développe a 1’état naturel dans les

environnements riches en acides gras ou huiles tels que sols pollués, volailles crues, produit
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laitiers, sols, les effluents et les matiéres riches en lipides et en protéines tels que les Yaourts,
les fromages et la charcuterie. (Lanciotti et al., 2005 ; Yalcin et Ucar, 2009).

Y. lipolytica présente une importance industrielle grace & son métabolisme a produire des
métabolites tels que des protéines hétérologues (Nicaud et al.,, 2002), des lipides
(Papanikolaou et al.,, 2003 ; Bankar, Kumar et al. 2009), ou de I’acide citrique
(Papanikolaou et al.. 2002 ; Moeller et al., 2007) et des composés aromatiques tels que
I’arbme d’abricot, Noix de coco ou péche (Romero-Guido et al., 2010) provenant de la

production de y-decalactone par 1I’oxydation de 1’acide de ricin (Pagot et al., 1998).

2.2.1- Taxinomie et origine :

Y. lipolytica fut isolée premiérement dans les années 1940 par Diddens et Lodder, c’est un
ascomyceéte de la famille des Saccharomycetaceae (sous famille des Saccharomycetoideae).
Cette levure a été renommée de Mycotorula vers Monilia, Torula, puis Pseudomonilia,
Protéomyces, puis Azymoprocandida, Candida, Endomycopsis, Torulopsis, Saccharomycopsis
(Yarrow, 1972) et elle a été classe comme une espéce du genre Candida car aucun stade sexué
n’a été observé Candida jusqu’a I’identification d’une forme parfaite a la fin des années 60

(Wickerham et al., 1970).
La classification hiérarchique de Yarrowia lipolytica est décrite dans le tableau suivant

Tableau 6 : Classification scientifique de Yarrowia (Van der Walt et Von Arx, 1980)

Régne Fungi

Division Ascomycota
Classe Saccharomycetes
Ordre Saccharomycetales
Famille Dipodascaceae
Genre Yarrowia

2.2.2-Reépartition :

Y. lipolytica a été isolé a divers endroits (par exemple, résidus de fibre de mais broyés ou égout

de Paris). Souvent, ces environnements contiennent un excés de lipides, qui peuvent étre
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efficacement utilisés par Y. lipolytica comme source de carbone et d'énergie. Y. lipolytica est
strictement aérobie (Nicaud, 2012).

2.2.3- Caractéristiques intrinseques générales :

Y. lipolytica présente un métabolisme aérobie strict. C’est une levure mésophile qui croit entre
10 et 30°C et qui n’est pas capable de croitre a 37°C (Kreger van Rij, 1984). Elle est reconnue
comme un Organisme GRAS (Generally Recognized As Safe) par le FDA (American Food and
Drug Administration) pour 1’utilisation industrielle alimentaire et pharmaceutique. C’est une
levure dimorphique qui forme des cellules bourgeonnantes, des hyphes ou des pseudos hyphes
en fonction du milieu de culture, qui peuvent présenter une longueur de 3 a 5 um et un largueur
de plusieurs Millimeétres sous la forme de mycélium, dépendant de la souche utilisée. L’étape

de croissance peut néanmoins présenter un comportement intermédiaire (Kawasse et al., 2003).

La morphologie de Y. lipolytica est déterminée par des conditions environnementales tels que
la source azotée, la source carbonée, le pH, la température, etc.. (RuizHerrera et Sentandreu
, 2002 ; Facanha et al., 2007), ainsi que par la génétique de la souche (Richard et al., 2001),
mais ces conditions varient en milieu liquide ou solide (Barth et Gaillardin, 1997).

2.2.4- la morphologie de Yarrowia lipolytica :

Chez Y.lipolytica, les hyphes peuvent présenter une longueur de 3 a 5 um et une largueur de
plusieurs millimetres sous la forme de mycélium, dépendant de la souche utiliséee, les cellules
apicales excéedent les 100 um de largueur, tant que leurs segments mesurent entre 50-70 pum.
L’étape de croissance peut néanmoins présenter un comportement intermédiaire (Kawasse et

al., 2003).

Y. lipolytica, étant une levure aérobie stricte, n’est pas capable de croitre dans de conditions
anoxiques ou anaérobies, ces derniers entrainent une formation d’hyphes extrémement longs
dans le milieu de culture liquide ou solide (Figure 5) (Zinjarde et al., 1998 ; Ruiz-Herrera et
Sentandreu, 2002). Des conditions de stress thermique et oxydative occasionnent aussi une
formation des hyphes chez Y. lipolytica (Kawasse et al., 2003) résultant en une augmentation
jusqu’a 25 % d’élongation par rapport aux cellules non stressées (Ruiz-Herrera et
Sentandreu .,2002).
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Figure 5 : Morphologie de Y. lipolytica lors d’une culture A : accumulation lipidique, B : phase

exponentielle, C : conditions semi-anoxiques (Zinjarde et al., 1998 ; Ruiz-Herrera et Sentandreu,

2.2.5- Activité physiologique :

2002)

Yarrowia lipolytica est capable de dégrader :

Différents hexoses tels que le glucose, le fructose et le mannose (Moeller et al., 2007 ;
Lazar et al., 2011) néanmoins elle n’est pas capable de dégrader le saccharose
(PereiraMeirelles et al., 1997) grace a la présence des hexokinases et glucokinases
(Hirai et al., 1976).

Des acides organiques tels que 1’acétate, lactate, propionate, malate, succinate ou citrate
(Venter et al., 2004 ; Mansour et al., 2008).

Les substrats hydrophobes tels que les alcanes, les paraffines, les acides gras ou les
lipides (Crolla et Kennedy, 2001 ; Fukui et al., 2009).

2.2.6-Usage commercial de Yarrowia lipolytica

Dans le cadre de production des substances d’intérét a travers d’un procédé physique, microbien

ou enzymatique et comme tous les levures productrices d’arome, Yarrowia lipolytica peut

produire des composés aromatiques tels que I’arome d’abricot, noix de coco ou péche

(Romero-Guido et al., 2010). Elle a un effet positif dans les profils volatils et propriétés

sensorielles des saucisses séchées fermentées (Lucci et al., 2007 ; Treichel et al., 2010) ou

dans le fromage Cantal (De Freitas et al., 2009) ou Feta (Bintsis et Robinson, 2004).
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Elle a été utilisé pour produire des protéines a grande échelle a partir d’alcanes obtenant de
cultures a hautes densites cellulaires (Barth et Gaillardin., 1997) incluant la production d’un

substitut du beurre de cacao pour I’industrie alimentaire (Papanikolaou et al., 2003).
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3- Matériel et méthodes :

La présente étude a été réalisée au niveau du laboratoire de Mycologie, de Biotechnologies et
de I’ Activité Microbienne (LaMyBAM), Université des Fréres Mentouri, Constantine 1.

3.1- Materiel biologique :

La levure Yarrowia lipolytica a été fournie par le docteur BOUCHEDJA Naila (laboratoire
d’INATAA Université Mentouri de Constantine).

La levure Geotrichum candidum (GEO17) a été fournie par la laiterie Safilait (Ali Mendjli
n°134 Z.A.M (Zone d'Activité Multiple 25016)) sous forme lyophilisée.

3.2- Réactivation de la souche :

La levure Yarrowia lipolytica a été réactivée en boite de Pétri sur milieu YPGA et incubée a
28° C pendant 48h.

La levure Geotrichum candidum obtenu sous forme lyophilisé a été réhydratée et réactivée en
boite de Pétri sur milieu PDA et incubée a 28° C pendant 48h.

3.3- Conservation de la souche :

Pour effectuer le reste du travail. La méthode de conservation des souches fongiques la plus
utilisée et la plus simple consiste a repiquer les souches en tube sur gélose inclinées comme
PDA, YPDA (figure 6). Les cultures obtenues sont par la suite incubées a 28° C pendant 3 a 4

jours pour permettre une croissance maximale puis stockees a 4°C (Karen et al., 2004).
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Figure 6 : Conservation des souches G. candidum et Y. lipolytica sur gélose inclinée
3.4- Caracteres culturaux et morphologiques de la souche :

3.4.1- Observation macroscopique :

L’étude de I’aspect macroscopique consiste en une observation a I’ceil nu des différents
caracteéres phénotypiques des souches tels que la taille, la texture, la couleur de la colonie et la
vitesse de développement sur des milieux de culture riches et appropriés pour le développement
des levures (Senanayake et al., 2020). Dans le présent travail, le milieu Yeast-Peptone-
Glucose-Agar (YPGA) a eté utilisé pour la souche Y. lipolytica et le milieu Potato-dextrose-

agar (PDA) pour la souche de G. candidum ont été utilisés pour effectuer cette observation.

3.4.2- Observation microscopique :

L’observation microscopique des souches G. candidum et Y. lipolytica va permettre de
visualiser la forme des cellules, leur arrangements ainsi que leur bourgeonnements. Cette
observation a été faite a I’aide d’un microscope optique au grossissement X40.
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Figure 7 : Microscope Optique

3.5- Mise en évidence des activités enzymatiques :

Afin de mettre en évidence les capacités hydrolytiques extracellulaires des souches étudiées,

diverses activités enzymatiques ont était recherchées :

3.5.1- La recherche de ’activité protéolytique (hydrolyse des protéines) :

La gélose au lait (lait a 20% d’agar) est utilisée pour la mise en €vidence de la présence d’une
activité protéolytique chez les souches fongiques (Clarke et Steel, 1966). L’ensemencement se
fait par touche centrale et I’incubation est effectuée a 30°C durant 3 a5 jours. La gélose au lait
est choisie pour ses avantages tels que la simplicité dans la préparation, la richesse en protéines

et son faible co(t.

La dégradation de la caséine du lait se caractérise par I’observation visuelle et directe d’une

zone claire et transparente autour de la colonie (Harrigan et Mccance, 1976).

L’activité est significative si le diamétre de la zone de lyse est supérieur ou égale & 3mm. Les
diamétres des colonies et des zones d’hydrolyse sont quotidiennement mesurés (généralement

trois jours pour les levures).
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3.5.2- La recherche de I’activité cellulolytique (Hydrolyse de la cellulose) :

Le milieu carboxyméthlycellulose agar (CMC) (Annexe 5) est utilisé pour la mise en évidence
de I’activité cellulolytique chez les souches testées (Korish, 2003). Les boites sont incubées a
a 30°C durant 3 a5 jours.

Apreés croissance, les boites sont colorées avec une solution au rouge Congo (0.1%). Ce dernier
se fixe sélectivement sur les polymeres de cellulose. Apres 30 minutes de réaction a tempeérature
ambiante, les boites sont lavées avec une solution de NaCl (1M) pendant une heure. Le « rouge
Congo » permet la mise en évidence de I’activité cellulolytique par I’apparition de zones claires

autour des colonies productrices de cellulase (Korish, 2003).
3.5.3- La recherche de I’activité xylanolytique (hémicellulosique) :

Afin de détecter I’activité xylanolytique directement sur milieu solide, la souche a été repiquée
sur le milieu a base de xylane de mais (1%) (Annexe 6) (Olaoluwa et al., 2018), apres 5 jours
d'incubation a 30°C 1’activité a été révélée par le colorant rouge Congo, suivi du lavage des

boites gélosées avec du NaCl (1 M).
3.5.4- La recherche de I’activité amylolytique :

Le milieu amidon-caseine-agar (Annexe 3) est utilisé pour la mise en évidence de I’activité
amylolytique. L’ensemencement se fait par touche centrale et 1’incubation est effectuée a 30°C

durant 3 a5 jours.

Apres croissance, les boites sont inondées avec une solution au Lugol. Aprés 30 minutes de
réaction a température ambiante, les boites sont lavées avec une solution de NaCl (1M) pendant

une heure. La dégradation de I’Amidon est révélée par la présence d’un Halo jaune autour de

la colonie (Abe et al., 2015).

3.6- Fermentation :

La fermentation est une technique de conversion biologique de substrats complexes en
composeés simples par divers microorganismes. Ces composés sont appelés meétabolites comme

; les antibiotiques, les peptides, les enzymes, les acides, etc (Subramaniyam et Vimala, 2012).
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Dans le présent travail, deux tests ont éte effectués en utilisant deux types de fermentation :
fermentation en milieux semi-solide (FMSS) et une fermentation en milieux liquides (FML).

3.6.1- Fermentation en milieux semi-solides :
Premier essai sur la valorisation d’origine agro-alimentaire.
3.6.1.1- Matrices solides :

Afin d’adapter la FMSS, différentes matrices solides sont utilisees : la chapelure, le son de blé,

la paille de blé, le riz, les flacons d’avoines, le caroubier.

En FMSS, les matrices solides utilisées servent de substrats, si ceux-ci ont des propriétés
permettant la croissance microbienne, ou des supports si les substrats utilisés ne sont pas solides
ou ont une structure inadaptée a la croissance. Une certaine quantité d’eau est nécessaire pour

donner des conditions favorables a la croissance des microorganismes sur le substrat.

Tableau 7 : Les matrices solides et leurs compositions

Matrices solides Composition

la chapelure Riche en protéines, matieres grasses et des sucres

assimilables par les levures.

le son de blé Ce produit est obtenu au cours des opérations de
transformation du blé en farine blanche destinée a

I’alimentation humaine.

Constituants majoritaires : les hémicelluloses apres

I’amidon et la cellulose.

la paille de blé Ce produit est obtenue lors de la récolte, elle est coupée

et rejetée au champ. Elle est trés riche en cellulose.

leriz Le riz blanc est une des céréales les plus pauvres en

protéines mais tres riche en amidon

les flacons d’avoines L'avoine est cultivée comme céréale a paille riche en

protéines, cellulose et surtout I’amidon
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le caroubier Constitué de sucres, cellulose, hémicellulose, tanins,

protéines et une teneur trés élevée en fibre.

3.6.1.2- Preparation de I’inoculum :

Une suspension cellulaire a été préparée a partir d’une culture de 2 jours sur un milieu PDA
a 28°C et de 2 jours sur un milieu YPG a 28°C, pour les souches G. candidum et Y. lipolytica
respectivement. Des colonies pures ont été récoltées dans des tubes contenant de 1’eau

physiologique stériles pour étre utilisées comme inoculum.

3.6.1.3- Comptage de cellules :

Le comptage ou la numération cellulaire est la détermination du nombre des cellules contenues
dans un volume précis d’un milieu liquide. Pour ce faire ; 0.1ml de la solution cellulaire obtenue
précédemment, a été déposé sur le quadrillage de la cellule de comptage Malassez. Ensuite, le
comptage a été effectué selon la formule ci-dessous, puis, la concentration appropriée a été

ajusté.

, n
Nombre de cellule dans un volume donné : N = _
174

Dont : N : nombre de cellules par litres
n : nombre de cellules comptées
V : volume de comptage

Si la solution a été diluée, la formule est la suivante, sachant que f est le facteur de dilution :

N=9"9+ff
|4

3.6.1.4- Milieux de fermentation :

Une journée avant I’expérience. Les sacs contenant les matrices solides ont été placés a une

température ambiante (environ 22°C) pour décongelation.

44



Matériel et méthodes

Les milieux de fermentation contenant 35 % de matrices solides et 65 % d’eau distillée ont été
préparés et homogeénéises a I’aide d’un mélangeur électrique. Et ensuite stérilisés avant

d’effectuer 1’inoculation.
3.6.1.5- Inoculation et incubation :

Les six flacons préparés ont été inoculés par 1 ml de suspension cellulaire (108 cellule/ml), et
incubés dans un incubateur agité (KS 4000 i control) a 28°C sous une agitation de 150 rpm.

Figure 8 : Les milieux de fermentation semi-solides.

3.6.2- Fermentation en milieux liquides :

Des fermentations submergées des levures sélectionnées ont été réalisées en utilisant un milieu
liquide. Ces expériences ont été effectuées afin de tester la capacité de ces souches levuriennes
a se développer dans un milieu submergé et a produire des ardmes.

3.6.2.1-Pré-culture :

La premier pré-culture (P1) a été réalisée dans un flacon de 250 ml contenant 100 ml de bouillon

de dextrose de pomme de terre (pH 5,0 £ 0,1), inoculé avec une suspension de G. candidum (1
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% v/v). Ensuite, la pré-culture a été incubée pendant 48 a 72 h a 28 °C sous agitation (150

tr/min).

La deuxiéme pré-culture (P2) a été ainsi réalisée dans un flacon de 250 ml contenant 100 ml de
bouillon de levure peptone dextrose adénine (pH 5,0 = 0,1), inoculé avec une suspension de Y.
lipolytica (1 % v/v). Cette derniére a été incubée pendant 48 a 72 h a 28 °C sous agitation (150

tr/min).
3.6.2.2- milieux de fermentation :

Deux milieux laitiers ont été utilisés pour la fermentation : le caillé et le lactosérum. En présence

ou absence de I’acide aminé Méthionine comme précurseur favorisant la production d’arome.

Les milieux de fermentation contenant 35 % de caillé / lactosérum et 65 % d’eau distillée, ont
été homogénéise a I’aide d’un mélangeur électrique. Le pH du milieu a été ajusté a 4,86 + 0,05
avec du NaOH 2 N stérile. Ensuite, les milieux ont été pasteurisés au bain-marie a 60°C pendant
90 min. Ce traitement thermique modéré a été choisi pour éliminer la flore lactique présente
dans le caille sans générer de composes susceptibles d'apporter de l'ardbme. Toutes les

manipulations ont été réalisées sous flux laminaire avec de la verrerie sterile.
3.6.2.3- Inoculation et incubation :

Les huit flacons préparés (tableau 8) ont été inoculés par 1 ml de pré-culture (108 cellule/ml),

ensuite incubés dans un incubateur agité a 28°C sous une agitation de 150 rpm.
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Tableau 8 : Composition de milieux de fermentation liquide

Milieu de fermentation

Précurseur (méthionine)

Inoculation

Caille

(P1)

(P2)

(P1)

(P2)

(P1) + (P2)

(P1) + (P2)

Lactosérum

(P1)

(P2)

(+) : L’ajout de méthionine ; (-) : L’absence de méthionine

(P1) : Pré-culture de de la souche G. candidum ;

(P2) : Pré-culture de la souche Y. lipolytica

Figure 9 : Les milieux de fermentation liquide dans I’incubateur agité
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4-Résultats et discussions :

4.1 Caractéres culturaux et morphologiques des souches :

4.1.1- Aspect macroscopique :

La caractérisation phénotypique des colonies (figure 10 et 11) correspondantes aux différentes souches

levuriennes utilisées dans le présent travail, concernant l'aspect de la surface, la forme, 1’¢lévation, le

contour, la couleur, I’opacité, etc., est résumée dans le tableau (tableau 9):

Figure 10 : Aspect macroscopique de la souche
Geotricum candidum sur milieu PDA

Figure 11 : Aspect macroscopique de la
souche Yarrowia lipolytica sur milieu YPG

Tableau 9 : Description des colonies des souches cultivées su PDA et YPG.

Souche Taille | Forme | Contour | Surface Opacité | Elévation | Couleur | Consistance
G. candidum | 2mm | Ronde | Régulier | Rugueuse | Opaque | Concave | Blanche | Visqueuse
Y. lipolytica | 1Imm | Tapi Irrégulier | lisse Opaque | Concave | Crémeuse | Visqueuse

4.1.2- Aspect microscopique :

L’observation microscopique des souches (figure 12 et 13) a permis de définir leurs forme et leurs

arrangement (rectangulaire, sphérique, ronde), leur mode de division (bourgeonnement, scissiparité,

bourgeonnement bipolaire), ainsi que leurs tailles cellulaires (petite, moyenne, grande).
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Figure 12 : Aspect microscopique de la souche | Figure 13 : Aspect microscopique de la souche
Geotrichum candidum sur milieu PDA Yarrowia lipolytica sur milieu YPG

Les résultats sont notés dans le tableau ci-dessous.

Tableau 10 : Etude microscopique des souches utilisées

Forme de I’arrangement Taille cellulaire Type de division
G. candidum Ellipsoidales Moyennes par septation
Y. lipolytica Ovales Petites

4.2- Mise en évidence de Pactivité enzymatique :

Les résultats des tests enzymatiques des souches G. candidum et Y. lipolytica réalisés dans le présent

travail sont présenté dans le tableau suivant :

Tableau 11 : Résultats des tests de mise en évidence des activités enzymatiques

\ A. Amylolytique | A. Cellulolytique | A. Protéolytique | A. Xylanolytique

G. candidum + + N Z

Y. lipolytica - - - -

(+) : présence d’activité ; (-) : absence d’activité

La souche G. candidum a montré une activité amylolitique et cellulasique importante di a sa
morphologie et sa capacité de croitre dans des milieux riches en cellulose et amidon (tableau 12), en
revanche, aucune activité xylanolytique et protéolytique n’a été observée. En contrepartie, les résultats
des tests enzymatiques réalisés sur la souche Y. lipolytica n’ont montré aucun résultat positif
(tableau 13).
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Tableau 12 : La mise en évidence de I’activité enzymatique de la souche Geotrichum Candidum
L’activité enzymatique Interprétation Résultats

L’activité L’absence d’une zone claire et
protéolytique transparente autour de la colonie
indique qu’il n'y avait pas une
dégradation de la caséine du lait

L’activité L’apparition de zone claire
cellulolytique autour de colonie indique qu’il
y’avait une fixation sélective sur
les polymeres de cellulose, cela
indique une activité cellulase
importante autours de la colonie

L’activité L’absence d’une zone claire et
xylanolytique transparente autour de la colonie
indique qu’il n'y avait pas une
dégradation de xylan
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L’activité amylolytique

La présence d’un Halo jaune
autour de la colonie indique qu’il
y’avait une dégradation de
I’ Amidon

Tableau 13 : La mise en évidence de I’activité enzymatique de la souche Yarrawia lipolytica

L’activité enzymatique

Interprétation

L’activité
protéolytique

L’absence d’une zone claire et
transparente autour de la colonie
indique qu’il n'y avait pas une
dégradation de la caséine du lait

L’activité
cellulolytique

L’absence de zone claire autour
de la colonie indique qu’il n’y
avait pas une fixation sélective
sur les polymeéres de cellulose

Résultats

.,-'—’__\\:
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L’activité L’absence d’une zone claire et
xylanolytique transparente autour de la colonie
indique qu’il n'y avait pas une
dégradation de xylan

L’activité amylolytique | L’absence d’un Halo jaune
autour de la colonie indique qu’il
n’y avait pas une dégradation de
I’ Amidon

4.3- Résultats de la Fermentation :

4.3.1- Fermentation en milieux semi-solide :

Les milieux de fermentation ont été préparés en mélangeant 35 % de sous-produits et 65 % d'eau. Cette
concentration permet d'incorporer le maximum de sous-produits tout en conservant un milieu
suffisamment liquide pour permettre une bonne agitation.

Une fois la fermentation terminée apres 48 heures, I'ardme global des ferments était évalué par odorat
(tableau 14).

Apres seulement 24h d’incubation, les souches G. candidum et Y. lipolytica ont envahi le milieu de
fermentation a base de chapelure. D’aprés la recherche menée par Daigle et al., (1999), la souche G.
candidum ATCC 62217 s'est avéré étre un agent potentiel pour la valorisation des sous-produits de
panification et a formé des composés aromatiques fruités (ananas) sur des déchets de pain fermentés (35

% de mie de pain blanc et 65 % d'eau). D’autre part, un développement moins important a été observé
dans les milieux a base d’avoine et de riz ; la souche G. candidum a bel et bien utilisé la cellulose
I’amidon comme une source de carbone et d’énergie pour son développement, et ce, est confirmé par
les tests enzymatiques effectués précédemment (tableau 12).

En ce qui concerne la levure Y. lipolytica, il n’y avait pas un développement visuel dans les milieux de

cultures semi solide, néanmoins, nous avons observé une formation d’hyphes extrémement longs sous
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microscope (figure 14) qui référe a une forme de stresse causé par des conditions environnementales
défavorables ; tels que I’absence des sources de carbones ou azotes etc.

Par ailleurs, aucun développement n’a été¢ observé dans les milieux de fermentation a base de son de
blé, la paille de blé et le caroubier. Ce qui laisse a penser que la souche n’était pas capable d’hydrolyser
les polymeres de cellulose et hémicellulose malgré son résultat positif sur milieu gélosé.

En effet, les principaux facteurs qui affectent la biosynthése des composés aromatiques dans les
fermentations solide ou semi-solide peuvent étre divisés en trois groupes principaux : (1) les facteurs
biologigues par ex. la composition de la matrice solide le choix de micro-organismes et la concentration
de l'inoculum. (2) les facteurs physico-chimiques comme le taux d'’humidité, I’activité de 'eau (Aw), le
pH, la température et I’aération et la taille des particules ; une teneur élevée en humidité entraine
généralement une diminution de la porosité de la matrice solide, qui diminue la pénétration de I'oxygéne.
Cela pourrait stimuler la contamination bactérienne (Try, 2019). A l'opposé, une faible teneur en
humidité peut entrainer une mauvaise croissance microbienne en raison d'une mauvaise accessibilité aux
nutriments (Pandey 2003). Et (3) les facteurs mécaniques comme 1’agitation.

Selon nos résultats la souche G. candidum (GEOL17), qui est une souche commerciale utilisée en
fromagerie, n’a pas la capacité de dégrader les polyméres en monomeres et d’assimiler et d’utiliser les
sucres et les acides organiques pour produire des ardmes fruités. D’aprés Daigle (1998), plusieurs
souches sauvages de G. candidum isolées a partir de la microflore provenant d'exsudats d'arbres, sol etc.
produisent des ardmes fruités. En revanche, et selon le méme auteur, les souches utilisées en fromagerie
n'avaient pas cette capacité de produire les arébmes. Nos résultats supportent cette hypothese.

Pour cette raison, nous nous sommes intéressés en deuxiéme lieu par la production en milieux liquides

(milieux laitiers), en testant des cultures combinés en présence ou absence de précurseurs.

Tableau 14 : Présence ou absence de production d’aréme dans les milieux de fermentation semi-solides
par les souches Geotrichum candidum et yarrawia lipolytica.

Milieux de fermentation G. candidum Y. lipolytica

Chapelure - -

Le Riz - -

Le son de blé - -

La paille de blé - -

Les flacons d’avoines - -

Le caroubier - R

(+) : Présence ; (-) : Absence.
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Figure 14 : Observation de Yarrawia lipolytica sous microscope optique dans les conditions de
stresse.

4.3.2- Fermentation en milieux liquides :

Les résultats présentés dans le tableau (15) sont obtenus aprés 72 heures de fermentation. Les ferments
produits par les deux souches présentent une odeur agréable et intense.

La production d’aréme dans les milieux de fermentation & base de caillé, s’est manifestée avec
différentes intensité d’odeur. En effet, le milieu inoculé avec la souche Y. lipolytica en présence de
méthionine comme précurseur, et les milieux inoculés avec les deux souches, en présence ou absence
de précurseur, ont indiqué une production d’arémes tres intense.

Par contre, une odeur désagréable qui est peut-étre d a une contamination, a été percue dans le milieu
de fermentation a base de lactosérum inoculé avec la souche G. candidum.

D’aprés la recherche menée par Cholet et al., 2008 , Y. lipolytica est I'une des levures les plus
fréguemment isolées de la surface des fromages affinés. Cette levure est capable de convertir
la L-méthionine en divers composés soufrés volatils (CSV) qui peuvent contribuer aux saveurs
typiques de plusieurs fromages. En effet, sa capacité de dégrader la L-méthionine et la
production des composés soufrés n’est pas associée a la présence ou 1’absence de ce précurseur.
La présence de G. candidum dans les fromages mene a la libération des enzymes comme les
lipases et les protéases. L’activité de ces derniers permet de dégrader les peptides de grands
poids moléculaires en acides aminés libres, ceux-ci constituant des précurseurs importants pour
la production de composés aromatiques. Selon la méme étude, G. candidum possede un fort
potentiel a dégrader la L-méthionine. Suite a cette dégradation des composés tels que le MTL,
le sulfure de diméthyle, le disulfure de diméthyle, le trisulfure de diméthyle sont alors produits
(Boutrou et al., 2005)
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En outre, et d’aprés Martin et al., (2001), dans I’industrie laitiére, lorsque que 1’on fait entrer
G. candidum et Y. lipolytica dans la flore de production des fromages, ces derniers se
distinguent particulierement par leur forte intensité aromatique et leurs notes de Munster et
d’ammoniac. En effet, I’association des deux levures augmente la production de sulfure de
diméthyle qui est un composé soufré servant, en trés faible quantité, a donner du godt a
I’aliment (Morel, 2013). En effet, G. candidum libere différents enzymes comme les lipases et
les protéases. L’activité de ces dernicres libére des acides gras et des peptides pouvant étre
métabolisés par les autres populations microbiennes, et qui, par la suite contribuent au

développement des saveurs et des autres qualités du fromage (Demarigny et al., 2000).

Selon nos résultats, Nous avons pu détecter une production intense d’ardme de fromage dans
tous les milieux de fermentation contenant le caillé lactique méme en absence de précurseur, ce

qui supporte les recherche des auteurs précédents.

En effet, la production des ardmes était plus intense en présence de méthionine, ce qui prouve
I’influence du précurseur dans l’augmentation de la biosynthése du composé soufré.
L’association de G. candidum et Y. lipolytica en présence de précurseur s’avere étre le choix

le plus adéquat pour une production optimale des ardmes.

Tableau 15 : Résultats de milieux de fermentation liquides

Milieu de fermentation Précurseur (méthionine) Résultats
Caillé YL + +++
Caillé YL - ++
Caillé GC + +
Caillé GC - +
Caillé YL+GC + ++++
Caillé YL +GC - +++
Lactosérum GC - *

Lactosérum YL - -

(+) : Peu intense ; (++) : Intense ; (+++) : Tres intense ; (-) : Absence ; (*) : Pourriture
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5- Conclusion et perspectives

Ce mémoire avait pour but de tester la capacité de deux souches de levures Geotrichum
Candidum et Yarrowia lipolytica a produire des ardmes sur milieux semi-solides, en valorisant
des sous-produits et des substrats d’origine agro-alimentaire, ainsi sur des milieux liquides a

base de produits laitiers.
Cette étude se résume dans les points qui suivent :

e Etude macroscopique et microscopique des souches de levures utilisées.

e Mise en évidence des activités hydrolytiques extracellulaires.

e Prospection de la production d’arome par deux souches de levures sur différents
substrats d’origine agro-alimentaire.

e Prospection de la production d’aréme par deux souches de levures sur Différents
milieux fromagers liquides.

Certes, les souches levuriennes n'étaient pas capables d'hydrolyser les différents composants
des sous-produits agricoles afin de produire les métabolites recherchés. En revanche, la co-
culture de G. candidum et Y. lipolytica en présence de précurseur était d’une efficacité
remarquable.

Néanmoins les résultats de ce modeste travail ne constituent qu'une ébauche, plusieurs points
constates nécessitent d'étre approfondis :
® Optimisation du milieu de fermentation pour une production optimale d’aréme.

® Recherche d’autres sources de carbone ou d'azote pour une meilleure production
d’ar6mes.

® Analyse des composés d’arome acides en HPLC et les composés volatiles par CPG-SM
pour une meilleure caractérisation des produits de fermentation.
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Annexe 1 : Milieu YPGA

AN . e 18g
EXtrait de JEVUIE ..o 10g
PEPLONE ... e 10g
GIUCOSE. ...t 10g
Eau distillée ........ccoeviiiiice compléter jusqu’a 1000 ml
pH=7,0

Annexe 2 : Milieu PDA

POMIMES A LEITE ....vivecec et 200g
GIUCOSE ...ttt st sttt ae et e be e sresra et 20g
F o | SRR 20g
Eau distillée ........cccooveviiec e compléter jusqu’a 1000 ml
pH=7,0

Annexe 3 : Caséine amidon agar

AN 11 To o] o TSSO 19
CSBINE et e et e e et r et n e e n e 0,039
KINOB.... oot n st 29
K2HPOA. .. cooooeeeeeeeeeeeveeeeeseees s sesn s en s 0,02g
NN T L SRR 29
MOSO4 . TH20 ... 29
(L1001 J OO 0,05g
FESOA.THZ. .. oo e 0.01g
AAGAE bbb b e nre e 18g
Eau distillée ..........oovveiiiic compléter jusqu’a 1000 ml
pH=7.3

Annexe 4 : Gélose au lait

I PSSR 10ml
PEPLONE ... 0,59
EXIFAIt 8 TEVUIE ...ttt et e e e e r s e e ne s 0,19
(] 1o 0 TR 0,19
AN .o e 1,89

73



Annexes

Eau diStillée ........ccovvreiiiiiee e, compléter jusqu’a 100 ml
pH=7

Annexe 5 : CMC

CMC bbb s 1g
NANO3S ... e 0,12g
1G5 23 10 7/ OO 0,39
K2HPOA. .. coovooevoeveeeeeeseeevesses s sess s anssass s 0,69
MESOA. .. oot 0,02g
CACI2. . i 0,005g
MISO4 ... e 0,001g
ZNSOA ... o 0,0001g
AT e 1,89
Eau distillée ..o compléter jusqu’a 100 ml

XYLAN o e et ers 1g
NANO3 ... oottt en e en s seenenes 0,12g
KH2POA. .. oot 0,39
K2HPOA. .. oottt 0,69
MESO4 ... oot 0,02g
CACI2. .. s 0,005g
IMNSO4. .. e 0,001g
ZNSOA. .. oo s 0,0001g
AAGAE bbb e 1,89
Eau distillée ..o, compléter jusqu’a 100 ml

Annexe 7 : Rouge Congo 4 0.1%
ROUGE CONQGO ... 0.1g
BaU diStIIE ... 100ml
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