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Résumé

Le béta-glucane est un polysaccharide de glucose naturel reconnu pour ses effets bénéfiques sur
la santé humaine, notamment ses propriétés immunostimulantes, antioxydantes,
hypocholestérolémiantes et antidiabétiques. Ce composé est principalement extrait de la paroi
cellulaire de Saccharomyces cerevisiae, une levure largement utilisée en biotechnologie. Dans
ce travail, nous avons étudié la production de béta-glucane a partir de cette levure en utilisant
trois substrats agroalimentaires peu colteux : I’avoine moulue, les épluchures de pommes de
terre et les résidus de café. La fermentation a été réalisée en deux temps (48 h et 72 h) dans un
milieu liquide en conditions discontinues. Le béta-glucane a été extrait par extraction alcaline et
dosé par la méthode au réactif d’anthrone. Les résultats ont montré que 1’avoine moulue
permettait la production la plus élevée a 72 h (707.4 pg/ml), suivie des épluchures de pommes
de terre (479.4 pg/ml), alors que les résidus de café ont donné la plus faible concentration
(151.4 pg/ml). Ce travail met en valeur I’intérét d’utiliser des résidus agroalimentaires pour
produire a faible colt des composeés bioactifs comme le béta-glucane. Des perspectives futures
pourraient explorer I’optimisation des parametres de culture ou I’amélioration des souches

utilisées.

Mots-clés :Saccharomyces cerevisiae, béta-glucane, fermentation, substrats agroalimentaires,

extraction alcaline, anthrone.



Abstract

Beta-glucan is a natural glucose polysaccharide known for its beneficial effects on human
health, including immunostimulant, antioxidant, cholesterol-lowering, and antidiabetic
properties. It is mainly extracted from the cell wall of Saccharomyces cerevisiae, a yeast widely
used in biotechnology. In this study, we investigated the production of beta-glucan from this
yeast using three low-cost agro-industrial substrates : ground oats, potato peels, and coffee
residues. Fermentation was carried out under batch conditions in liquid medium at two time
points (48 h and 72 h). Beta-glucan was extracted using alkaline extraction and quantified by
the anthrone method. The results showed that ground oats yielded the highest production at 72
h (707.4 pg/ml), followed by potato peels (479.4 pug/ml), while coffee residues gave the lowest
concentration (151.4 pg/ml). This study highlights the potential of agro-industrial waste
valorization for low-cost production of bioactive compounds such as beta-glucan. Future

perspectives may include optimizing culture conditions or improving the strains used.

Keywords :Saccharomyces cerevisiae, beta-glucan, fermentation, agro-industrial substrates,

alkaline extraction, anthrone.
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Introduction _

Introduction

Saccharomyces cerevisiae(S. cerevisiae) est une levure eucaryote unicellulaire appartenant au
regne des Fungi et au phylum des Ascomycota. Cette levure est un microorganisme modele en
biologie cellulaire et moléculaire, largement utilisée dans les industries de la fermentation,
notamment en boulangerie, brasserie et production de bioéthanol. Sa capacité a fermenter
rapidement le glucose par voie anaérobie, méme en présence d’oxygene, la rend
particulierement efficace pour la production industrielle de biomasse et métabolites (Beullens
et al., 1988; Dujon et Louis, 2017 ; Parapouli et al., 2020).

La paroi cellulaire de S. Cerevisiae est majoritairement constituée de béta-glucanes (B-1,3
et B-1,6), de chitine et de mannoprotéines, le B-glucane représente jusqu’a 30 % du poids sec

de la cellule (Fleet, 1985 ; Klis et al., 2002).

Les béta-glucanes sont des polysaccharides naturels composés d’unités de glucose liées
par des liaisons B-(1—3) avec des ramifications B-(1—6). Leur structure moléculaire et leur
origine influencent leur solubilité et leurs effets biologiques. Ces composés sont reconnus
pour leurs activités immunomodulatrices, hypocholestérolémiantes et anti-inflammatoires,
ainsi que pour leur role dans la régulation de la glycémie et la santé intestinale (Wang et al.,
2016 ; Tamura et al., 2017 ; Kaur et al., 2019).

La production de béta-glucane par S. cerevisiae est influencée par les conditions de
fermentation et la composition du milieu, avec un pic souvent atteint en début de phase
stationnaire. Par rapport a d’autres microorganismes comme Aspergillus oryzae ou Bacillus
natto, S. Cerevisiae se distingue par la stabilit¢ de sa production et la qualité structurale
supérieure de ses B-glucanes, intégrés a la paroi cellulaire (Smith et al., 2000 ; Utama et al.,
2021).

Dans le cadre de cette étude, nous avons choisi d’évaluer I'impact de différents résidus
agroalimentaires sur la biosynthése de béta-glucane par S.cerevisiae. L’objectif est de
déterminer quel substrat permettrait d’optimiser la production de cette molécule d’intérét, tout
en contribuant a la valorisation des déchets organiques dans une perspective économique et
¢cologique. Cette approche s’inscrit dans une logique de biotechnologie durable, cherchant a

allier performance de production et réduction des codts.




Introduction _

Pour atteindre 1’objectif de notre recherche, ce mémoire est organisé en trois parties

principales :

Le premier chapitre présente Saccharomyces cerevisiae, ses caractéristiques biologiques et

son importance biotechnologique.

Le deuxiéme chapitre est consacré aux béta-glucanes : définition, extraction, propriétés

fonctionnelles et applications.

Le troisieme chapitre décrit le protocole expérimental, les résultats obtenus dans différents

milieux de fermentation et leur discussion a la lumiére des données bibliographiques.
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1 Geénéralités
1.1 Définition

Saccharomyces cerevisiae est une levure eucaryote unicellulaire appartenant au regne des
Fungi et au phylum des Ascomycota(Figure 1). Elle appartient au genre Saccharomyces, qui a
connu de nombreuses révisions taxonomiques en raison de 1’évolution des méthodes
d’analyse. Ce genre, initialement trés hétérogéne, comprenait des espéces qui ont ensuite &té
reclassées dans d’autres genres comme Zygosaccharomyces et Kluyveromyces. Aujourd’hui, il
est divisé en trois groupes : Saccharomyces sensu stricto (S. cerevisiae, S. bayanus, S.
paradoxus, S. pastorianus), Saccharomyces sensu lato (S. dairensis, S. castellii, S. exiguus,S.

servazzii, S. unisporus), et S. kluyveri (Vaughan et Martini, 1993 ; Dujon et Louis, 2017).

S. cerevisiae se reproduit par bourgeonnement et est largement utilisée dans les processus
de fermentation, notamment en boulangerie, brassage et production de bioéthanol. Outre son
importance industrielle, S. cerevisiae est un organisme modeéle en biologie cellulaire et
moléculaire. Elle est couramment utilisée pour étudier des processus fondamentaux tels que le
cycle cellulaire, la régulation de I’expression génique, la transduction du signal, le
métabolisme et 1’apoptose.Son avantage compétitif repose sur sa capacité a produire et
accumuler de 1’éthanol, ce qui lui permet d’éliminer les microorganismes concurrents avant
de consommer cet éthanol pour poursuivre sa croissance. Elle possede également une
tolérance élevée aux fortes concentrations de sucre et produit divers composés aromatiques
volatils, des caractéristiques essentielles en vinification (Karathia et al., 2011 ; Parapouli et
al., 2020).

Sur le plan écologique, S. cerevisiaeest présente dans divers environnements naturels,
notamment sur les feuilles et les troncs d’arbres comme le chéne, et elle peut survivre dans

des conditions parfois extrémes (Parapouli et al., 2020).

S. cerevisiae présente une grande diversité au sein de ses populations, révélée par des études
de génomique comparative. Certaines lignées sont strictement sauvages, tandis que d’autres
ont été domestiquées pour des usages industriels. Cette diversité est également influencée par
des événements d’introgression et de transfert horizontal de génes avec d’autres espéces du
clade Saccharomyces, notamment dans les souches utilisées pour la fermentation du vin et de
la biere (Dujon et Louis, 2017).
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Figure 1: Saccharomyces cerevisiae au microscope électronique.https://microptigue.com

1.2 Historique

1.2.1 Origine et sélection de Saccharomyces cerevisiae

S. cerevisiae est utilisé depuis des millénaires dans la fermentation des boissons et des
aliments. Des traces de fermentation du vin découvertes en Iran et en Egypte suggérent une
domestication ancienne. Son expansion s’est faite avec la diffusion de la viticulture depuis la
Meésopotamie vers d’autres régions du monde. L’analyse génétique révele une faible diversité
parmi les levures de vin, renforcant I’hypothése d’une domestication relativement récente. De
plus, les levures utilisées en panification semblent étre issues d’une hybridation entre celles de

la biere et du vin (Legras et al., 2007).

1.2.2 Diversité génétique et évolution

L’analyse génétique de S. Cerevisiae montre qu’elle a suivi les migrations humaines et la
propagation des vignes, influencant sa diversité mondiale.Sa classification reposait autrefois
sur des criteres physiologiques et biochimiques, mais grace aux avancées en biologie
moléculaire et au séquencage du génome, une phylogénie plus précise a été établie, clarifiant
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les relations évolutives entre les especes du genre Saccharomyces (Legras et al., 2007 ; Dujon
et Louis, 2017).

1.3 Composition de Saccharomyces cerevisiae

1.3.1 La paroi cellulaire

La paroi cellulaire de S. Cerevisiae est une structure dynamique composée de béta-1,3-
glucane, chitine et mannoprotéines, assurant protection et adaptation aux stress. Elle est
remodelée en fonction du cycle cellulaire et activée par la voie MAP kinase en cas
d’agression (Klis et al., 2002).

Le béta-1,3-glucane forme un réseau tridimensionnel élastique qui confere a la cellule sa
résistance mécanique. Il est faiblement cristallin, ce qui permet une certaine flexibilité. La
chitine, bien que présente en faible quantité dans la paroi latérale, est localisée principalement
dans I’anneau de bourgeonnement et les cicatrices de division Cellulaire (Figure 2). En
réponse a un stress, la cellule peut augmenter sa production de chitine pour renforcer sa paroi.
Le B-1,6-glucane, quant a lui, joue un role clé en reliant les protéines de la paroi au réseau de
glucanes(Klis et al., 2002).

Mannoproteins

P-glucans Cell Wall

Chitin

000000 PO000666

Yeast cell
Cell Membrane

CUOLPY . LUV

Manuoproteins () 1,6 p-glucans () 1,3 p-glucans e Chitin e!‘)('v:ll Membrane F]b Integral Protein

Figure 2 : structure de la paroi cellulaire de Saccharomyces cerevisiae (Anwar et al., 2017).
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1.3.2 Le Génome

Le génome de S. Cerevisiae, sequencé en 1996, contient des milliers de genes essentiels. La
base SGD permet d’analyser ses séquences et phénotypes, faisant de cette levure un modele
clé en biologie cellulaire et moléculaire.Concernant les éléments génomiques
extrachromosomiques, toutes les souches de S. Cerevisiae contiennent de 1I’ADN
mitochondrial (mtDNA), dont la taille varie d’une souche a I’autre, la plus grande version
atteignant environ 85 780 paires de bases. De plus, la plupart des souches possédent un
¢lément génétique extracromosomique distinct dans leur noyau, appelé le cercle 2um, une
molécule d’ADN double brin d’environ 6318 paires de bases, présente en 60 copies par
cellule. Considéré comme un ADN “égoiste”, il n’a pas d’effet phénotypique notable sur
I’hote, a part une légere réduction du taux de croissance. Toutefois, il a été tres utile dans

diverses applications de manipulation genétique (Cherry et al., 1998 ; Parapouli et al., 2020)
1.3.3 Lacomposition macromolécules

S. cerevisiae est une levure riche en macromolécules essentielles, incluant principalement les
proteines (39,6 a 62,6 %), les acides nucléiques (9 a 10,4 %), les fibres (31,4 %), les lipides
(0,5 a 8,5 %) et divers minéraux. Les protéines sont particulierement riches en lysine et
tryptophane, tandis que les acides nucléiques, majoritairement sous forme d’ARN, jouent un
réle clé dans le métabolisme cellulaire. La levure contient également une proportion
significative de fibres solubles, principalement des béta-glucanes et des mannoprotéines, qui
influencent sa digestibilité et ses propriétés fonctionnelles. Les lipides et les protéines
membranaires, bien que présents en faible quantité, sont essentiels a la structure et au
fonctionnement de la membrane plasmique, ou ils seront détaillés dans la section
correspondante. Enfin, S. cerevisiae est une source précieuse de minéraux, notamment le fer,
le zinc, le potassium et le phosphore, qui jouent un réle important dans divers processus

biologiques (Yamada et Sgarbieri, 2005).

1.3.4 La membrane plasmique

La membrane plasmique de S. cerevisiae est une structure essentielle qui délimite la cellule et
assure une barriére sélective entre le cytoplasme et I’environnement extracellulaire. Elle est
constituée d’une bicouche lipidique d’environ 7,5 nm d’épaisseur, intégrant diverses protéines
membranaires qui remplissent des fonctions clés dans le transport des solutés, la signalisation
et ’organisation structurale de la cellule. Les lipides de cette membrane sont asymétriquement

répartis entre les deux feuillets. Le feuillet interne est principalement composé de
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phosphatidyléthanolamine, de phosphatidylinositol et de phosphatidylsérine, tandis que le
feuillet externe est enrichi en phosphatidylcholine et en sphingolipides. L ergostérol, principal
stérol de S. Cerevisiae, joue un role déterminant dans la stabilité et la fluidité membranaire,
influengant ainsi 1’activité des protéines membranaires. La membrane plasmique contient une
variété de protéines impliquées dans plusieurs processus biologiques. Parmi elles, I’ATPase
Pmalp est une enzyme majeure qui hydrolyse I’ATP pour générer un gradient de protons,
essentiel a I’absorption des nutriments et au maintien du potentiel membranaire. En plus du
transport actif, des protéines de diffusion facilitée et des canaux ioniques permettent I’échange

sélectif de molécules et d’ions (Van Der Rest et al., 1995) (Figure 3).

Il

GTP

GDP

UDP-glucose uopP

Figure 3 : Classes de protéines membranaires retrouvées dans la membrane plasmique de S.
Cerevisiae (Van Der Rest et al., 1995).

1.3.4.1 Influence de la température sur la Composition Lipidique

La composition lipidique de S. cerevisiae est influencée par la température de croissance. Les
principaux lipides présents sont les phospholipides, les triacylglycérols, les diacylglyceérols,
les acides gras libres et les stérols. Lorsque la température passe de 30°C a 15°C, la quantité
totale de lipides augmente, principalement en raison d’une synthése plus importante de

triacylglyceérols et de phospholipides. La quantité des autres lipides reste relativement stable.
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De plus, la proportion de certains acides gras insaturés augmente légérement a 15°C.
Concernant les stérols, la synthése d’ergostérol augmente a basse température, tandis que
d’autres types de stérols diminuent. Ces modifications permettent a la levure de s’adapter aux

variations de température (Hunter et Rose, 1972).

2 Classification de Saccharomyces cerevisiae

S. cerevisiae appartient au domaine Eukaryota, regroupant les Organismes a cellules nucléées.
Il fait partie du regne des Fungi, caractérisé par des Organismes hétérotrophes possédant une
paroi cellulaire riche en chitine et en Glucanes. 1l appartient au phylum des Ascomycota, qui
comprend des champignons Capables de produire des ascospores lors de leur reproduction
sexuee.Au sein des Ascomycota, S. Cerevisiae est classé dans le sous-phylum
Saccharomycotina, un groupe de levures bourgeonnantes ne formant pas de structures
Filamenteuses complexes. Il appartient a I’ordre des Saccharomycetales, qui regroupe Des
levures impliquées dans des processus fermentaires naturels et industriels. 1l fait Partie de la
famille des Saccharomycetaceae, qui se distingue par un genome compact, Des centromeres
ponctuels et I’absence de certains génes mitochondriaux.Dans cette famille, Saccharomyces
est un genre monophylétique, regroupant plusieurs Espéces génétiquement proches. Le clade
Saccharomyces (anciennement S. Sensu Stricto) inclut notamment S. Paradoxus, S. Bayanus,
S. Pastorianus, S. Mikatae, S. Kudriavzevii, S. Eubayanus, S. Arboricola et S. Jurei. Ces
especes partagent une forte Similarité genétique mais se distinguent par leur répartition

géographique et leurs Adaptations écophysiologiques (Dujon et Louis, 2017).

3 Cycle de vie et reproduction de Saccharomyces cerevisiae

S. cerevisiae se reproduit principalement par bourgeonnement en phase Mitotique, mais il est
également capable de se reproduire par méiose lorsque les Conditions environnementales
deviennent défavorables. Son cycle de vie alterne entre Des formes haploides (n) et diploides
(2n). Les cellules haploides existent sous deux Types sexuels (a, a), qui peuvent s’accoupler
pour former une cellule diploide (a/a). En Cas de stress nutritionnel, la cellule diploide entre
en méiose et subit la sporulation, Produisant ainsi quatre spores haploides capables de

reformer des cellules viables(Herskowitz, 1988) (Figure 4).
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Figure 4 : Cycle de vie de S. cerevisiae : alternance entre reproduction asexuée et sexuée
(Herskowitz, 1988).

Le cycle mitotique de S. Cerevisiae comprend quatre phases : G1, ou la cellule croit et Peut
étre arrétée par des facteurs d’accouplement ; S, ou I’ADN est répliqué ; G2, ou L’ADN est
verifié avant la division ; et M, qui correspond a la mitose, permettant la Formation de
nouvelles cellules par bourgeonnement (Figure 5). Ce processus est régulé par le Locus
MAT, qui controle ’expression des geénes spécifiques aux types sexuels et Orchestre la

différenciation cellulaire (Hartwell, 1974).

Figure 5 : Cycle mitotique de S. cerevisiae : régulation et progression des phases cellulaires
(Hartwell, 1974).
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De plus, S. Cerevisiae peut modifier son type sexuel grace au gene HO, lui permettant Ainsi
d’optimiser ses chances de reproduction. Ce mécanisme joue un réle Fondamental en
biotechnologie, notamment pour la fermentation et la production de Métabolites d’intérét.

(Hartwell, 1974)

3.1 Différenciation cellulaire et division du travail chez S. cerevisiae

S. cerevisiae, bien qu’unicellulaire, présente une division du travail conditionnelle selon trois
formes principales : Formation de biofilms : Les cellules se différencient en Flo11*, qui
expriment la protéine d’adhésion Flo11p et s’attachent aux surfaces et entre elles, assurant la
stabilité du biofilm, et Flol11-, qui restent non adhésives. Cette organisation favorise la
colonisation et I’accés aux nutriments dans les environnements semi-solides (Wloch-Salamon

etal., 2017).

4 Conditions optimales de croissance de S. cerevisiae

La croissance de S. cerevisiae est influencee par plusieurs facteurs environnementaux,
notamment la température, le pH et la disponibilité des nutriments. L’optimisation de ces
parametres est essentielle pour maximiser la biomasse et I’activité métabolique de cette
levure, utilisée dans diverses applications industrielles telles que la fermentation alcoolique et

la production de bioéthanol.

4.1 Température optimale

La température joue un réle clé dans la croissance de S. Cerevisiae, influencant a la fois la
vitesse de division cellulaire et I’efficacité des processus métaboliques. Cette levure peut se
développer dans une plage de température comprise entre 20°C et 38°C, avec une croissance
optimale observée entre 28°C et 33,3°C.A des températures inférieures a 20°C, I’activité
enzymatique diminue, ce qui ralentit la croissance et la fermentation.A des températures
supérieures a 38°C, un stress thermique affecte la viabilité cellulaire, entrainant des altérations
des membranes biologiques et une réduction du rendement en biomasse.Le maintien d’une
température optimale est donc crucial pour garantir une production efficace, en particulier
dans les industries de la fermentation ou la température est un parametre déterminant pour la
productivité (Chibi et Djamel, 2020).

10
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4.2 PH optimal

Le pH influence I’activité enzymatique et ’absorption des nutriments par S. Cerevisiae. Cette
levure peut tolérer un pH compris entre 3 et 6, avec une croissance optimale observée entre
3,71 et 4,94.A pH < 3, acidité excessive perturbe la perméabilité membranaire et inhibe
certaines enzymes essentielles a la croissance.A pH > 6, la disponibilité des nutriments est
réduite, ce qui impacte négativement la vitesse de croissance et le métabolisme cellulaire.En
milieu industriel, le contrdle du pH est fondamental pour assurer une fermentation stable et un

rendement optimal en biomasse (Chibi et Djamel, 2020).

5 Besoins nutritionnels de Saccharomyces cerevisiae

S. Cerevisiae est une levure dont la croissance et la prolifération dépendent de divers
nutriments essentiels, notamment une source de carbone, une source d’azote et plusieurs sels
minéraux. La régulation de ces nutriments affecte directement son métabolisme et son

adaptation a 1’environnement.
5.1 Source de carbone

5.1.1 Preéference pour le glucose et effet Crabtree

En présence de glucose, S. Cerevisiae favorise la fermentation plut6t que la respiration, méme
en présence d’oxygéne. Ce phénoméne, connu sous le nom d’effet Crabtree, permet a la
levure de produire de I’éthanol, qui inhibe la croissance d’autres micro-organismes

concurrents, lui conférant ainsi un avantage competitif (Beullens et al., 1988).

5.1.2 Meétabolisme en fonction de la disponibilité du glucose

Lorsque le glucose est abondant, la levure suit un métabolisme fermentatif qui permet une
croissance rapide. Cependant, lorsque cette source s’épuise, S. Cerevisiae passe a une phase
appelée diauxic shift, ou elle bascule d’un métabolisme fermentatif a un métabolisme
respiratoire. Durant cette transition, elle commence a utiliser I’éthanol et 1’acétate accumulés

comme sources de carbone(Boy-Marcotte et al., 1998).

11
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5.2 Source d’azote

5.2.1 Types de sources d’azote utilisées

S. Cerevisiae est capable d’utiliser divers composés azotés, notamment les acides amingés,
I’ammonium (NH4"), D'urée et d’autres composés azotés organiques et inorganiques.
Toutefois, certaines sources d’azote sont préférées et leur présence peut inhiber 1'utilisation

d’autres sources moins efficaces (Magasanik et Kaiser, 2002).

5.2.2 Régulation de I’absorption de I’azote

L’absorption de I’azote est finement régulée en fonction des besoins cellulaires et de la
disponibilité des nutriments. Lorsque des sources d’azote riches, comme la glutamine, sont
disponibles, la levure réprime I’expression des genes impliqués dans I’assimilation des
sources plus pauvres. En revanche, en cas de carence en azote, S. Cerevisiae active des voies

alternatives pour maximiser I’utilisation des ressources disponibles (Godard et al., 2007).
5.3 Sels minéraux et autres nutriments essentiels

5.3.1 Phosphates

Les phosphates sont indispensables a la levure, car ils jouent un réle clé dans la synthése des
acides nucléiques (ADN et ARN), la production d’énergie (ATP) et de nombreux processus
métaboliques. Leur disponibilité influence directement la régulation de nombreux geénes

impliqués dans la croissance cellulaire(Auesukaree et al., 2003).

5.3.2 Magnésium

Le magnésium est un cofacteur enzymatique essentiel qui intervient dans plusieurs réactions
biochimiques. Il est notamment nécessaire a la stabilisation des ribosomes et a la catalyse de

réactions métaboliques impliquées dans la production d’énergie (Forsberg et Ljungdahl,

2001).

5.3.3 Fer

Le fer est un oligo-élément crucial pour la respiration cellulaire et les réactions enzymatiques
impliquant les cytochromes. Il est absorbé en fonction des besoins cellulaires et de sa
disponibilité dans le milieu. Sa carence peut entrainer une baisse significative de I’efficacité

énergétique de la cellule (Peeters et al., 2006).

12
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5.4 Reégulation de la croissance en fonction des nutriments

5.4.1 ROle des kinases nutritionnelles

L’activation et la répression de nombreuses voies métaboliques sont contrblées par des

protéines kinases spécifiques qui détectent et répondent aux variations de nutriments :

Snfl : Régule I'utilisation des sources de carbone alternatives lorsque le glucose est

limité(Hedbacker et al., 2004).

PKA (Protéine Kinase A) : Joue un réle central dans la régulation du métabolisme en

fonction de la disponibilité en glucose(Budovskaya et al., 2005).

Torl/Tor2 : Ces kinases sont impliquées dans le contréle de la croissance en réponse a la

disponibilité en azote(Bertram et al., 2002).

Sch9 et Pho85-Pho80 : Ces kinases influencent la prolifération cellulaire et la réponse aux

stress nutritionnels(Pedruzzi et al., 2003).

6 Modélisation du Métabolisme de Saccharomyces cerevisiae

La modélisation métabolique de S. cerevisiae repose sur une approche cybernétique visant a
optimiser sa croissance et son homéostasie. Ce modele considére le métabolisme comme un
réseau dynamique, ou les flux métaboliques s’adaptent aux besoins cellulaires et aux
conditions environnementales. L’analyse des flux métaboliques (MFA) a permis d’identifier
les principales voies impliquées dans la consommation du glucose, la production d’ATP et la
biosynthése des macromolécules. Le modele utilise une fonction de colt équilibrant la
croissance, la régulation métabolique et I’absorption des nutriments. Des simulations
montrent que la levure ajuste ses flux métaboliques apres des perturbations, assurant ainsi son
équilibre interne. Cette modélisation est cruciale pour des applications industrielles et

biotechnologiques (Giuseppin et Van Riel, 2000).

13
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7 Importance de Saccharomyces cerevisiae

7.1 En Biotechnologie

S. cerevisiae est un modeéle microbien en biologie moléculaire et génétique, le premier
eucaryote séquencé, facilitant son utilisation en ingénierie génétique et biotechnologie. Il est

essentiel dans :

» Industries fermentaires :

- Production de boissons fermentées (biere, vin, whisky, gin) grace a son
pouvoirfermentaire.

- Boulangerie : production de dioxyde de carbone pour la levée du pain.

- Bioéthanol et biocarburants : fermentation de substrats lignocellulosiques pour la
production de bioéthanol, contribuant a la transition énergétique et a la valorisation
des déchets.

- Biotechnologie industrielle : utilisé comme usine cellulaire (cell factory) pour la
production d’enzymes industrielles, additifs alimentaires et composés bioactifs.
Certaines souches génétiguement modifiées produisent des ardmes et des
substances pharmaceutiques.

- Bioéconomie et valorisation des dechets : transforme les sous-produits agro-
industriels en biocarburants et ingrédients alimentaires, favorisant la réduction des

déchets industriels (Onyema et al., 2023).

7.2 En Croissance des Plantes

L’application de S. cerevisiae améliore la germination (85,83 % contre 54 % pour les graines
non traitées) et stimule la croissance végétative en augmentant la surface foliaire, la teneur en
chlorophylle et la qualité du rendement. Il agit comme biofertilisant naturel, apportant aux
plantes des minéraux, vitamines et hormones de croissance (cytokinines et auxines). Il
améliore également la teneur en sucres solubles (TSS) et en saccharose, contribuant ainsi a

une meilleure productivité des cultures (Shalaby et EI-Nady, 2008).

7.3 En Tant qu’Agent de Biocontréle Efficace

S. cerevisiae est un antagoniste naturel contre Fusarium oxysporum, inhibant sa croissance de
57,77 %, réduisant ainsi les pertes agricoles. L application de 5 g/L de levure diminue la fonte

des semis (pré-émergence : de 40 % a 6,67 % ; post-émergence : de 50 % a 11,67 %),

14
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augmentant ainsi le taux de survie des plantes a 83,33 %. Il représente une alternative aux
fongicides chimiques, favorisant une agriculture durable et respectueuse de I’environnement

(Shalaby et EI-Nady, 2008).

7.4 Saccharomyces cerevisiae Comme Modéle de Comparaison

S. cerevisiae est un modéle expérimental utilisé pour comparer les processus biologiques entre
différentes espéces. Son protéome a été analysé et comparé a 704 autres organismes,
démontrant qu’il partage de nombreux processus cellulaires avec les eucaryotes, notamment
les mammiféres. Environ 30 % de ses génes sont orthologues a ceux impliqués dans des
maladies humaines, ce qui le rend utile pour I’étude du métabolisme, de la signalisation
cellulaire et des pathologies humaines. Toutefois, certains processus, comme le cycle
cellulaire, sont plus specifiques aux champignons et nécessitent une interprétation prudente

dans les comparaisons avec d’autres organismes (Karathia et al., 2011).
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1 Généralités

Le béta-glucane est un polysaccharide non amylacé majoritaire composé de chaines linéaires
de B-D-glucose reliées par des liaisons P-(1—3), B-(1—4) et/ou B-(1—06). Il peut étre
constitué de plus de 25 000 unités de D-glucose et exister sous une forme ramifiée ou non
ramifiée (Figure 6). Il peut exister sous différentes conformations moléculaires, notamment
sous forme de bobines aléatoires, d’hélices simples, doubles ou triples, de structures en
batonnets ou d’agrégats, en fonction de son origine et des méthodes d’extraction et de

modification utilisées (Ahmad et Kaleem, 2018 ; Kaur et al.,2019) (Figure 7).

Les béta-glucanes se divisent en deux catégories principales : les béta-glucanes solubles dans
I’eau, comme le salécan, qui forment des solutions visqueuses lorsqu’ils sont hydratés, et les
béta-glucanes insolubles, tels que le curdlan, qui ne se dissolvent pas facilement. Leur
solubilite est influencée par plusieurs facteurs, notamment la masse moléculaire, la
composition chimique, 1’état brut du polysaccharide et sa structure moléculaire (Xiu et al.,

2011).

Ce polysaccharide est un composant essentiel des parois cellulaires de nombreux
champignons et de plusieurs plantes. Ses principales sources incluent les céréales (avoine,
orge), les champignons (Sparassis crispa, Ganoderma lucidum), les levures (Saccharomyces
cerevisiae), les algues (Laminaria spp.) et certaines bactéries. Leur concentration varie selon
la source, atteignant jusqu'a 90 % chez Euglena et 43,6 % chez Sparassis crispa (Kaur et
al.,2019 ; Mejia et al., 2020) (Tableau 1).
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Figure 6 : Structure chimique du béta-glucane provenant de différentes sources. (A) Béta-
glucane issu de bactéries : squelette linéaire en B-(1—3) sans ramifications. (B) Béta-
glucaneissu des céréales ou des lichens : squelette linéaire en B-(1—3) ou B-(1—4) sans
ramifications. (C) Béta-glucane provenant de certaines algues marines : squelette en B-(1—3)
avec des ramifications en B-(1—6). (D) Béta-glucane issu des champignons ou des levures :
squelette en B-(1—3) avec des ramifications en B-(1—6), courtes pour les champignons et

longues pour les levures(Kaur et al.,2019).
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Figure 7 : Structures conformationnelles du béta-glucane (Kaur et al.,2019)
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Tableau 1 : Teneur en béta-glucane de différentes sources (Kaur et al.,2019).

Source alimentaire Teneur
Avoine 4.5%-5.5%
Orge 4.5%
Farine compléte de seigle 1.0%-2.5%
Saccharomyces cervisiae 5%-7%
Euglena 90%
Stipes deDurvillaea antarctica 33%
Thalle deDurvillaea antarctica <5%
Sparassis crispa 43.6%
Inonotus obliquus 3.1%
Gyrophora esculenta 22.7%
Coriolus versicolor 46.5%

2 Extraction du béta-glucane

L’extraction du béta-glucane varie selon sa source et necessite des méthodes specifiques pour

optimiser son rendement et sa pureté.

2.1 Extraction a partir des céréales

Deux techniques sont utilisées : la séparation a sec, avec un faible rendement (<30 %), etla
séparation humide, plus efficace (50-70 %). L’extraction implique une hydrolyse en solution
acidifi¢e ou alcaline, suivie d’une centrifugation et d’une précipitation a [I’éthanol.
L’inactivation des enzymes béta-glucanases est essentielle pour préserver la structure du

polysaccharide (Song et al., 2008 ; Zhang et al., 2016).

2.2 Extraction a partir des levures

Le béta-glucane (5-7 % des parois cellulaires) est extraitpar hydrolyse alcaline avec du
NaOH (1M). L’autolyse est une autre méthode utilisée, nécessitant un choc thermique
préalable. La purification se fait par chromatographie ou précipitation (Suphantharika et al.,

2003).

2.3 Extraction a partir des champignons

L’ébullition dans de I’eau chaude pendant 3 a 4 heures est la méthode la plus courante.
Apreés extraction, la purification s’effectue par chromatographie sur colonne (Kumari et al.,

2008; Pai-Feng et al., 2012 ; Bhanja et al., 2014).
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Des techniques comme la spectroscopie FT-IR, la RMN et la spectroscopie Raman
permettent d’analyser la structure du béta-glucane et ses propriétés fonctionnelles
(Salomonsen et al., 2008 ; Mikkelsen et al., 2010).

3 Propriétés fonctionnelles du B-glucane

Le B-glucane est un polysaccharide aux multiples propriétés fonctionnelles qui lui conférent

un intérét particulier dans les formulations alimentaires :

3.1 Solubilité et rétention d’eau

Le B-glucane est reconnu pour sa bonne rétention d’eau, ce qui lui permet d’améliorer la
stabilisation des textures dans divers produits alimentaires. Grace a sa capacité a piéger une
grande quantité d’eau, il joue un réle clé dans la consistance des aliments et contribue a

I’amélioration des caractéristiques rhéologiques des matrices alimentaires (Liu et al., 2015).

3.2 Effet sur la viscosité et les propriétés rhéologiques

Sa solubilité dans I’eau et son poids moléculaire influencent directement la viscosité¢ des
formulations alimentaires. En agissant comme agent épaississant, le béta-glucane modifie la
texture des produits et stabilise leur structure. Ces propriétés sont particulierement exploitées
dans I’industrie agroalimentaire pour optimiser les qualités sensorielles et technologiques des

aliments (Cleary et al., 2013).

3.3 Formation de gels et interactions moléculaires

Certaines formes de béta-glucane possédent la capacité de former des gels visqueux, ce qui
impacte la texture des matrices alimentaires. De plus, le béta-glucane peut interagir avec
d’autres composants alimentaires, influencant ainsi la biodisponibilité de certains nutriments

et modifiant les caractéristiques physiques des produits alimentaires (Lee et Inglett, 2012).

4 Effets physiologiques du béta-glucane (impact sur la santé humaine)

4.1 Renforcement du systeme immunitaire

L’activation des macrophages et la libération de cytokines par les voies moléculaires décrites
précédemment se traduisent par un renforcement global de I’immunité :Les béta-glucanes

améliorent la réponse vaccinale, augmentant la production d’IL-2 et IL-6. Ils stimulent la
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production d’anticorps et réduisent la susceptibilit¢é aux infections bactériennes et virales

(Wang et al., 2016 ; Montoya et al., 2017).

4.2 Reéduction du risque de maladies métaboliques

L’effet des béta-glucanes sur la glycémie et la sécrétion d’insuline contribue a la prévention
du diabéte de type 2 et a I’amélioration de la sensibilité a I’insuline. En réduisant les niveaux
de LDL-cholestérol et de triglycérides, ils diminuent le risque cardiovasculaire (Frost et al.,
2014 ; Gao et al., 2015).

4.3 Prévention de I’obésité et régulation du poids

Gréce a leur effet de satiété, les béta-glucanes réduisent I’apport calorique et facilitent la
gestion du poids corporel.Leur fermentation par le microbiote intestinal produit des acides
gras a chaine courte, qui régulent le métabolisme énergétique et réduisent 1’inflammation

associée a ’obésité (Hu et al., 2013 ; Tamura et al., 2017).

4.4 Amélioration de la santé intestinale

En favorisant la croissance de bactéries bénéfiques comme Bifidobacterium et Lactobacillus,
les Dbéta-glucanes jouent un role prébiotique essentiel pour I’équilibre du microbiote
intestinal.Leur capacité a augmenter le volume des selles et a améliorer le transit intestinal
leur confere un effet laxatif naturel, bénefique pour la prévention de la constipation (Hu et al.,
2013 ; Tamura et al., 2017).

5 Meécanismes d’action du béta-glucane (niveau moléculaire et cellulaire)

5.1 Modulation du systéme immunitaire

Au niveau moléculaire et cellulaire, le béta-glucane interagit avec des récepteurs spécifiques
sur les cellules immunitaires, déclenchant une cascade de signalisation intracellulaire.Dectin-
1, exprimé sur les macrophages et cellules dendritiques, reconnait le béta-glucane et active la
signalisation Syk/CARD?9, conduisant a I’activation du facteur de transcription NF-kB et a la
production de cytokines inflammatoires telles que TNF-a, IL-1B et IL-6.CR3 (Complement
Receptor 3) facilite la phagocytose des pathogenes en renfor¢ant I’adhésion des cellules
immunitaires aux particules opsonisées. TLR2 et TLR4 activent la voie NF-kB, ce qui
amplifie la production de cytokines et stimule la réponse immunitaire innée (Drummond et
Brown, 2011 ;Berven et al., 2015 ; Zheng et al., 2016).
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5.2 Effet antitumoral

Les béta-glucanes stimulent les cellules NK (Natural Killer) et augmentent 1’expression de
molécules pro-apoptotiques, favorisant ainsi la destruction des cellules cancéreuses.lls
inhibent I’activité de la legumaine, une enzyme impliquée dans la progression tumorale,

réduisant ainsi la prolifération cellulaire (Berven et al., 2015 ; Mo et al., 2017).

5.3 Effet anti-inflammatoire

Les béta-glucanes modulent les voies de signalisation intracellulaires en bloquant 1’activation
de NF-xB et en réduisant la production de cytokines pro-inflammatoires.lls augmentent
I’expression des protéines des jonctions serrées dans I’intestin, renforgant ainsi la barriere

épithéliale (Smeekens et al., 2015 ;Han et al., 2017).

5.4 Régulation de la glycémie

En augmentant la viscosite intestinale, les béta-glucanes ralentissent I’absorption des glucides
et diminuent la sécrétion d’enzymes digestives comme 1’amylase pancréatique.lls modulent la
production de peptides intestinaux tels que YY et GLP-1, qui influencent la réponse

insulinique et la sensation de satiété (Baldassano et al., 2017 ; Ekstrom et al., 2017).

5.5 Effet hypocholestérolémiant

Les béta-glucanes pi¢gent les acides biliaires dans 1’intestin, réduisant ainsi leur réabsorption
et forcant I’organisme a mobiliser davantage de cholestérol pour en produire de nouveaux.Ils
modifient la composition des sels biliaires, ce qui influence le métabolisme des lipides et
réduit la concentration de LDL-cholestérol dans le sang (Gunness et al., 2016 ; Mackie et al.,
2016).

6 Applications industrielles des B-glucanes

Les béta-glucanes sont des polysaccharides aux propriétés biologiques et technologiques
variées, ce qui leur confere de nombreuses applications industrielles. lls sont utilisés dans

I’alimentation, la médecine, la cosmétique, les produits de santé et I’alimentation animale.

6.1 Applications dans I’industrie alimentaire

Les béta-glucanes sont largement utilisés comme ingrédients fonctionnels dans 1’industrie
alimentaire. lls sont incorporés dans divers produits tels que les saucisses prébiotiques, le pain

sans gluten, les produits laitiers allégés et les yaourts. Leur présence améliore les propriétés
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nutritionnelles des aliments, notamment en réduisant le cholestérol et en facilitant la
digestion.En outre, ces polysaccharides jouent un réle technologique important en tant
qu’agents épaississants, stabilisateurs d’émulsions et agents de rétention d’eau. Ils sont
utilisés dans la production de gateaux, de snacks extrudés et de boissons enrichies en fibres,
contribuant ainsi a la texture et a la valeur nutritionnelle des produits (Brennan et al., 2013 ;
Zhu et al., 2015).

6.2 Applications en médecine

Gréace a leurs propriétés immunomodulatrices et cicatrisantes, les béta-glucanes sont utilisés
dans le domaine médical, notamment dans les pansements transparents et les membranes
polymeéres destinés a la cicatrisation des plaies et des brllures.Ces matériaux biomédicaux
favorisent la réegénération cellulaire et réduisent la douleur post-traumatique.Dans le domaine
orthopédique, les béta-glucanes sont employés comme substituts osseux, notamment sous
forme de composites avec de I’hydroxyapatite, offrant une adaptation optimale aux défauts
osseux.Par ailleurs, ils sont étudiés comme vecteurs pour des vaccins, ou ils encapsulent des
antigeénes afin d’améliorer la réponse immunitaire (Berdal et al., 2007 ; Vetvicka et al., 2007 ;
Belcarz et al., 2013).

6.3 Applications en cosmetique

Dans I’industrie cosmétique, les béta-glucanes sont intégrés dans diverses formulations pour
leurs effets hydratants, anti-age et réparateurs. Ils sont présents dans des cremes, lotions et
sérums, ou ils renforcent la barriere cutanée, réduisent les rides et améliorent 1’¢lasticité de la
peau.Aussi ils sont utilisés dans des soins dermatologiques pour traiter des affections telles
que I’eczéma, le psoriasis et I’acné. Ils favorisent la production de collagéne, retardant ainsi

les signes du vieillissement cutané (Pillai et al., 2005 ; Ketkeaw et al., 2012).

6.4 Autres applications dans les produits de santé

Les béta-glucanes sont aussi employés dans des compléments alimentaires et produits
nutraceutiques, ou ils agissent comme prebiotiques favorisant la santé intestinale.Dans
I’industrie pharmaceutique, ils entrent dans la composition de nanoparticules aux propriétés
antifongiques, notamment contre Pythium aphanidermatum.Par ailleurs, ils sont utilisés dans
des soins capillaires pour renforcer et hydrater les cheveux (Tungland et Meyer, 2002 ;
Kanlayavattanakul et Lourith, 2008 ; Synytsya et Novak, 2013).
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6.5 Applications dans I’alimentation animale

Les béta-glucanes sont aussi intégrés dans I’alimentation animale, ou ils jouent un rdle
immunostimulant et antitumoral. Ils sont notamment utilisés dans 1’aquaculture pour
améliorer la production d’anticorps spécifiques et renforcer les défenses immunitaires des
poissons.Dans 1’¢levage, leur incorporation dans les régimes alimentaires contribue a la
réduction de 1'usage d’antibiotiques, tout en optimisant la santé et la croissance des animaux

(Suphantharika et al., 2003 ; Siwicki et al., 2004).

7 La production de béta glucane

7.1 Saccharomyces cerevisiae

Le béta-glucane est 1’un des principaux constituants de la paroi cellulaire de S. cerevisiae,
représentant jusqu’a 30 % du poids sec de la cellule. Il est principalement composé de béta-
1,3glucane (85 %) et de béta-1,6-glucane (3 %). Cette molécule présente un grand intérét en
raison de ses propriétés immunostimulantes, antioxydantes, hypocholestérolémiantes et
protectrices contre divers agents pathogenes et stress oxydatif (Manners et al., 1973 ; Robbins
et Seeley, 1977;Fleet, 1985 ; Bohn et BeMiller, 1995).

La production de béta-glucane est influencée par plusieurs facteurs, notamment 1’espéce de
levure, la composition du milieu de culture et les conditions de croissance (McMurrouh et
rose, 1967 ; Catley, 1988; Nguyen et al., 1998).

Lors de la culture discontinue (batch), la teneur en béta-glucane est maximale au début de la
phase stationnaire, moment ou la paroi cellulaire présente également une résistance accrue a
I’action des béta-glucanases (Inouhe et al., 1997; Shimoi et al., 1998; Smith et al., 2000).

En culture continue, un taux de dilution faible favorise une accumulation plus élevée de béta-
glucane, ce qui est cohérent avec une croissance plus lente et un renforcement de la paroi

cellulaire (Inouhe et al., 1997).

Sur la base de ces observations, la culture fed-batch a été sélectionnée comme méthode
optimale pour la production de masse. L’utilisation d’un milieu Dw concentré 1,5 fois,
combinée a un apport intermittent de glucose (15 g/50 ml), permet d’obtenir une teneur en
béta-glucane de 0,13 g/g de biomasse seche et une productivité de 0,095 g/I/h (Kim et Yun,
2006).
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Le procédé d’extraction repose sur la lyse cellulaire suivie d’un traitement alcalin (NaOH),
une précipitation a 1’éthanol, une dialyse, puis une purification par chromatographie

échangeuse d’ions et chromatographie d’affinité (Kim et Yun, 2006).

La biosynthése du béta-glucane est assurée par la béta-glucane synthétase qui polymérise
I’UDP-glucose, tandis que sa dégradation est assurée par des béta-glucanases dont I’activité
est étroitement liee a la phase de croissance et a la disponibilité en glucose (Fleet, 1985;
Inouhe et al., 1997).

7.2 Aspergillus oryzae

Aspergillus oryzae est une moisissure filamenteuse capable de produire des quantités élevées
de béta-glucane, particulierement dans sa paroi cellulaire, qui contient a la fois du béta-
glucane (1—3) et B-(1—6)(Beauvais et al., 2014).

Dans 1’étude comparative de Utama et al. (2021), cette souche a produit 82,5 mg de béta-
glucane a partir de 590,65 mg de biomasse, soit un rendement de 13,97 %. Le processus de
biosynthese utilise "'UDP-glucose comme substrat via le glucane synthase membranaire. La
taille des particules globulaires extraites atteint 1400 um, indiquant une structure dense
(Beauvais et al., 2001 ; Utama et al., 2021).

7.3 Bacillus natto

Bacillus natto, une bactérie utilisée dans la production alimentaire du natto, est capable de
produire du béta-glucane en tant que métabolite secondaire sous forme de béta-1,3-glucane.
Ce microorganisme a montré un rendement éleve de 20,38 %, avec 1,345 mg de béta-glucane
produits a partir de 6,6 mg de biomasse. Il entre en phase logarithmique dés 24 h, ce qui
favorise une production rapide. La taille moyenne des particules globulaires était de 600 pum,

avec une texture spongieuse (Dhivya et al., 2014 ; Utama et al., 2021).

7.4 Xanthomonas campestris

Xanthomonas campestris est une bactérie Gram-négative qui produit du béta-glucane sous
forme de polysaccharides cycliques, contenant 16 résidus glucuronosyl dont 15 liés en B-
(1-2) etun en a-(1—6) (York, 1995). Toutefois, sa production reste faible, avec 0,785 mg de
béta-glucane pour 4,445 mg de biomasse, soit un rendement modeste. Sa production est
souvent orientée vers la gomme xanthane. La taille des particules est la plus petite, avec 305

pum, indiquant une bonne solubilité mais une faible quantité extraite (Utama et al., 2021).
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Afin d’évaluer I'efficacité relative de la production de béta-glucane, les résultats obtenus pour
Aspergillusoryzae, Bacillus natto et Xanthomonas campestris ont été comparés a ceux de S.
cerevisiae, qui constitue une référence classique en raison de sa capacité bien connue a
produire des béta-glucanes a partir de sa paroi cellulaire. Cette comparaison a permis de
mettre en évidence les différences en termes de rendement, de nature structurale du béta-
glucane (paroi cellulaire vs métabolites secondaires), ainsi que de conditions de production
optimales. Par exemple, bien que Aspergilus Oryzae ait montré une production absolue plus
élevée, Bacillus Natto a présenté le meilleur rendement relatif, tandis que S. Cerevisiae reste

intéressant pour sa stabilité et la qualité de ses béta-glucanes structuraux (Utama et al., 2021).
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Notre travail porte sur la production de béta-glucane par Saccharomyces cerevisiae en
utilisant trois substrats agroalimentaires : les épluchures de pommes de terre, les résidus de

café et I’avoinemoulue.

Le travail pratique a été réalisé au laboratoire de parasitologie de I’hdpital de pédiatrie El
Mansourah a Constantine, ainsi qu’au laboratoire pédagogique (Lab 09) relevant de la faculté
des Sciences de la Nature et de la Vie a I’Université des Fréres Mentouri, Constantine 1,

durant une période de 8 jours, du 10 au 17 avril.

1 Matériel utilisé

1.1 Appareils et équipements

Autoclave (110 °C, 20 min), étuve (30 °C), incubateur avec agitation (30 °C, 150 rpm),
spectrophotometre UV-Vis (620 nm), vortex, balance de précision, centrifugeuse,
réfrigérateur (4 °C), bec Bunsen, plaque chauffante, bain-marie, micropipettes (50, 100, 200
ML), seringues stériles (10 ml), tubes stériles (14 ml, 12 ml), béchers (100 ml, 1 L), éprouvette

graduée, spatule, pinces stériles.

1.2 Matériel de verrerie et accessoires

Flacons (200 ml), boites de Pétri, pipettes de Pasteur, compresse de gaze, coton hydrophile,

papier aluminium, entonnoir.
- Souche microbienne :
Saccharomyces cerevisiae (levure de boulangerie)
- Substrats utilisés :
Epluchures de pommes de terre, résidus de café, avoine moulue
- Réactifs et produits chimiques :

Eau distillée (ordinaire et stérile), extrait de levure, sulfate de magnésium, sulfate de

potassium, D-glucose, acide sulfurique concentré, anthrone, soude (NaOH)
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2 Meéthodes expérimentales

2.1 Préparation du milieu PDA

200 g de pommes de terre coupées en petits morceaux sont bouillis dans 500 ml d’eau
distillée pendant 20 minutes. Apres refroidissement partiel, 1’extrait est filtré a ’aide d’une
compresse de gaze et d’un entonnoir dans un bécher de 1 L, puis complété a 1 L avec de I’eau
distillée. On y ajoute 20 g d’agar-agar et 20 g de D-glucose. Le mélange est réparti dans des
flacons propres, fermés avec du coton, recouverts de compresses de gaze et de papier

aluminium, puis stérilisés a 110 °C pendant 20 min.

2.2 Préparation des milieux de fermentation

Chaque milieu est préparé dans une éprouvette, puis on répartit danstrois flacons de 100 ml

sont utilisés par milieu : deux pour la fermentation (48 h et 72 h) et un pour la préculture.

Milieu 1 (M1) : 3 g de D-glucose, 0,25 g de sulfate de magnésium, 0,25 g de sulfate de

potassium, 3 g d’épluchures de pommes de terre, eau distillée jusqu’a 300 ml.

Milieu 2 (M2) : méme composition que M1, avec 3 g de residus de café a la place des

épluchures.
Milieu 3 (M3) : méme composition que M1, avec 3 g d’avoine moulue comme substrat.

Les milieux sont agités légérement pour homogeénéisation, versés dans des flacons étiquetés,

fermés hermeétiquement comme précédemment, puis sterilisés a 110 °C pendant 20 minutes.

2.3 Préparation de la solution d’extrait de levure (1%)

1 g d’extrait de levure en poudre sont dissous dans de I’eau distillée dans un bécher de 100
ml, puis complétés jusqu’au trait. Aprés agitation, la solution est transférée dans un flacon

propre, fermé et stérilisé comme précédemment.

2.4 Préparation de la solution levurienne

Dans la zone de stérile, apres désinfection du plan de travail, 0,5 g de levure de boulanger est
dissoute dans un tube stérile de 14 ml contenant 10 ml d’eau distillée. Agitation jusqu’a

dissolution complete (Figure 8).
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Figure 8 : lasolution levurienne préparée.

2.5 Ensemencement sur milieu PDA

Le milieu PDA stérilisé est versé dans des boites de Pétri dans la zone stérile, puis laissé a
solidifier. A 1’aide d’une pipette de Pasteur stérilisée, une goutte de la solution levurienne est
placée au centre de la boite et étalé en surface du milieu, en utilisant la méthode du rateau
(Figure 9). Les boftes sont incubées a 30 °C pendant 48 h.

Figure 9 : L’¢étalement de la solution levurienne par un rateau sur la surface de la boite.
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2.6 Préparation de la préculture

Chaque flacon de pré culture recoit 10 ml d’extrait de levure. Puis a I’aide d’une pipette de
Pasteur chauffée par la flamme de bec bunsen, des disques sont découpés a partir des zones
bien colonisées des boites de Pétri. Deux disques sont transferés dans chaque flacon de
préculture contenant 100 ml du milieu correspondant, puis incubés a 30 °C pendant 24 h
(Figure 10).

Figure 10 : Transfére des disques dans les flacons de pré culture.

2.7 Inoculation des milieux de fermentation

Aprés 24 h, chaque flacon de fermentation recoit 10 ml d’extrait de levure et 10 ml de la pré-
culture correspondante ce qui donne un volume réactionnel total de 120 ml (Figure 11). Les

flacons sont incubés a 30 °C, 150 rpm, pour 48h et 72h.
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Figure 11 : Inoculation de 10 ml de pré culture a chaque flacon correspondant.

2.8 Récolte de la biomasse

Aprés I’étape de la fermentation les cultures sont transférées dans des tubes 10 ml et sont
centrifugées (4000 rpm, 10 min) ; le surnageant est éliminé. Le culot (biomasse) est lavé avec

10 ml d’eau distillée, recentrifugé 2éme fois et le surnageant jeter.

2.9 Extraction des béta-glucanes

Une solution de NaOH 2 M est préparée en dissolvant 8 g dans 100 ml d’eau distillée. 10 ml
de cette solution sont ajoutés a chaque culot. Les tubes sont agités puis incubés au bain-marie
a 90°C pendant 1h (Figure 12). Apres refroidissement, les tubes sont centrifugés (4000 rpm,

10 min) et le surnageant contenant les béta-glucanes est récupéré.
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Figure 12 : L’ajout de NaOH dans chaque tube contient le culot.

2.10 Dosage des béta-glucanes (réactif anthrone-sulfurique)

0,1 g d’anthrone est dissous dans 100 ml d’acide sulfurique concentré sous agitation lente. 2
ml de cette solution sont ajoutés au 2ml de surnageant de chaque échantillon, puis incubés au
bain-marie a 90 C° pendant 10 min (Figure 13).

Figure 13 : Chauffés les tubes dans un bain marie a 90°C pendant 10 min.
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2.11 Préparation de la courbe d’étalonnage au D-glucose

Une solution mére de glucose a 1000ug/ml est préparée en dissolvant 0.1 g de glucose dans
100 ml d’eau distillée donne une solution plus concentrée. Des dilutions de 1ml sont réalisées
a partir de cette solution mere(Tableau 2). On ajoute a chaque tube 1 ml de réactif d’anthrone
sulfurique et chauffés dans un bain marie a 90 °C pendant 10 min. Ce réactif réagit avec le
beta-glucaneet induit une coloration caractéristique (Upadhyay et al., 2022). Les absorbances

des échantillons et des standards sont mesurées a 620 nm.

Remarque : On a utilisé le D-glucose pour la préparation les séries de dilution et la courbe au

lieu de béta-glucane.

Tableau 2 : Preparation de la série de dilution de D-glucose

Tube 1 2 3 4 5 6

Volume
de 100 250 400 550 700 850
solution

mere (ul)

Volume
d’eau 900 750 600 450 300 150
distillée

(k)
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1 Reésultats

1.1 Observation de la croissance de Saccharomyces cerevisiae sur milieu PDA

La souche de S. cerevisiae a été cultivée sur un milieu solide a base de PDA (Potato Dextrose
Agar) afin d’évaluer sa capacité de croissance. Ce milieu est riche en nutriments essentiels, ce
qui favorise lacroissance des levures et des champignons (Westphal et al., 2021).

La souche observée présente une morphologie typique : aspect crémeux, blanc, avec une
surface lisse, et le verso de la boite donne le méme aspect coloré que le recto. Aucune

contamination n’a été détectée (Figure 14).

Figure 14 :Croissance de Saccharomyces cerevisiae a 30°C pendant 48 h sur milieu PDA —

recto (a gauche) et verso (a droite) de la boite de Pétri.

Le milieu Potato Dextrose Agar (PDA) est reconnu pour favoriser efficacement la croissance
de S. cerevisiae. Dans une étude comparative, le PDA commercial a été utilisé comme milieu
de référence pour évaluer des variantes a base de cultures locales, et a démontré une bonne
capacité a soutenir le développement de cette levure, confirmant ainsi son importance comme
base de culture fongique (Wongjiratthiti et Yottakot, 2017).

1.2 Observation des milieux apres la fermentation

Aprés incubation de 48 et 72 h a 30 °C, les cultures fermentées ont été transférées dans des

tubes pour observer les différences visuelles, puisque les flacons foncés ne permettaient pas
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uneobservation claire. Les milieux présentent des troubles avec de coloration variée selon la

nature du substrat utilisé (Figure 15).

Figure 15 : Observation des milieux de fermentation aprés la fermentation.

Aprés centrifugation, une sédimentation claire est observée dans tous les tubes. Cette
sédimentation représente la biomasse cellulaire de Saccharomyces cerevisiae accumulée au
fond. La coloration du surnageant varie aussi selon le substrat utilisé dans chaque milieu
(Figure 16).

Figure 16 :Aspect des tubes apres centrifugation.
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1.3 Extraction alcaline du béta-glucane par NaOH

L’extraction du béta-glucane a été réalisée en traitant la biomasse récoltée avec une solution
de NaOH 2M, selon une méthode d’extraction alcaline a chaud (Karslioglu et al., 2021).

Cette étape permet la solubilisation des parois cellulaires de Saccharomyces cerevisiae et la
libération des béta-glucanes en dégradant les constituants non glucaniques (Chotigavin et al.,
2021).

Durant cette étape, un trouble blanchatre et une légére décoloration du liquide ont été

observes (Figure 17).

Figure 17 :Tubes contenant la biomasse de S. cerevisiae en traitement alcalin par NaOH dans

le bain-marie.

1.4 Réaction colorimétrique avec le réactif anthrone sulfurique

Aprés centrifugation, une réaction colorimétrique a été réalisée en utilisant le réactif anthrone
en milieu sulfurique. Ce réactif réagit avec les glucides présents pour produire un complexe
coloré détectable par spectrophotométrie(Upadhyayet al., 2022).

L’observation montre une coloration foncée tirant vers le vert foncé, caractéristique d’une
réaction positive indiquant la présence de polysaccharides, notamment des béta-glucanes
(Figure 18).
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Figure 18 :Reésultat de la réaction colorimétrique entre les extraits et le réactif anthrone

sulfurique apres chauffage.

1.5 Courbe d’étalonnage du D-glucose et détermination des concentrations en béta-

glucane

Pour mesurer les béta-glucanes,L’absorbance de différentes concentrations de D-glucosea été
mesurée a 620 nm, une longueur d’onde caractérisée les polysaccharides(Tableau 3) (Lin et
al., 2014).

Ces mesures permis de tracer une courbe d’étalonnage(Figure 19). L’équation de cette droite

a servi a déterminer les concentrations dans les extraits testés.

Tableau 3 : Absorbance mesurées a 620 nm pour différentes concentrations de D-glucose.

Tubes 1 2 3 4 5 6

Concentration

de D-glucose 100 250 400 550 700 850
(H9)
Absorbance 0.310 0.395 0.454 0.522 0.580 0.670

35



Reésultats et Discussion [ EGTNEGEGEG

Absorbnace

Ty =0,0005x+0,2693———
R*=0,9957 /
/

_—
/ = Absorbnace

Linéaire {Absorbnace)

[+1]
[=]
c
m©
£
=
o
@
£
<T

T T T T 1
200 400 600 800 1000
Concentration de D-glucose (ug/ml)

Figure 19 :Courbe d’étalonnage obtenue a partir de différentes concentrations de D-glucose.

1.6 Récapitulatif des résultats

Selon I’équation de droit[y= 0.0005x +0.2693] on calcule les concentrations de béta-glucane

de chaque milieu dans deux temps différents :y= 0.0005x +0.2693 --->x1(48h)= 0.479-
0.2693/0.0005= 419.4pg/ml...... (1)

On commence les calculs de toutes les concentrations de chaque milieu dans les deux temps

48h et 72h comme le premier calcul (1) (Tableau 4).
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Tableau 4 : les résultats de la fermentation, centrifugation, la mesure de 1’absorbance et les

calculs de béta-glucane de chaque milieu dans deux temps différents.

Milieu de Temps | Aspect aprés Aspect apres Absorbance | Concentrat
culture fermentation centrifugation | a 620nm ion calculés
(ng/ml)
M1:
Epluchures | 48h Trouble brun | Sédiment beige 0.479 419.4
Pomme de clair
terre
72h 0.509 479.4
M2 :
Résidusde | 48h Trouble brun Sédiment 0.353 167.4
café foncé dense
72h 0.345 151.4
M3 : Avoine
moulue 48h Légérement Sédiment faible 0.590 641.4
trouble
72h 0.623 707.4

2 Discussion

2.1 Lacroissance sur milieu PDA

La culture de S. cerevisiae sur le miliecu PDA a permis d’observer une croissance typique,
sans contamination, avec une morphologie crémeuse et blanche. Ce résultat confirme que la
souche utilisée est bien viable et pure, ce qui constitue une étape essentielle avant son

inoculation dans les milieux de fermentation.

Le PDA est reconnu comme un milieu riche qui favorise la croissance des levures, grace a sa
teneur en glucose et en extrait de pomme de terre. Ces observations mentionnent I’efficacité

du PDA pour le développement de levures (Wongjiratthiti et Yottakot, 2017).

2.2 Les milieux apres fermentation

Apreés 72 h de fermentation a 30 °C, des différences de couleur et de trouble ont été observées
selon les substrats. L’observation du trouble dans le milieu de culture indique une croissance
levurienne active en suspension et la sédimentation nette aprés centrifugation confirme la

formation de biomasse. Ces résultats sont conformité avec ceux de Castro et al., 1995, qui ont
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prouvé que la turbidité mesurée dans des fermenteurs liée a la concentration cellulaire, et que
la sédimentation aprés centrifugation confirme I’accumulation de biomasse. Les résultats
visuels sont importants pour interpréter ’activité fermentaire et permettent d’anticiper la

quantité de béta-glucane extraite.

2.3 L’extraction alcaline du béta-glucane

Le traitement par NaOH 2M a chaud a permis la solubilisation des parois cellulaires de la
levure, rendant les béta-glucanes disponibles. L’observation d’un trouble blanchatre indique
une déstructuration des parois et la libération des polysaccharides. Cette méthode est
conforme a celles utilisées dans d’autres travaux, et reste 1'une des techniques les plus

efficaces pour extraire les béta-glucanes fongiques (Upadhyay et al., 2022).

2.4 La Réaction colorimétrique avec le réactif anthrone

La réaction colorimétrique a donne une coloration vert foncé, ce qui indique la présence de
polysaccharides, dont le béta-glucane. Cette coloration est typique d’une réaction positive
avec les glucides. Ce résultat confirme que 1’extraction a été efficace et que les echantillons
contiennent bien des composés glucidiques. L’anthrone est un réactif couramment utilisé pour

ce type de dosage (Upadhyay et al., 2020).

2.5 Les Résultats quantitatifs du béta-glucane

» Interprétation par milieu

e Milieu 1 — Epluchures de pomme de terre : 419,4 pg/ml & 48 h, 479,4 ug/ml & 72 h.

Une augmentation modérée entre les deux temps plus élevés a 72h montre une production

continue.

Les épluchures de pomme de terre apportent un bon soutien nutritif et valorisable pour la

fermentation de S. cerviseae (Maxwell et al., 2018).

Malgré I’efficacité des épluchures de pomme de terre mais leur résultat est moins efficace que

I’avoine.

e Milieu 2 — Résidus de café : 167,4 pg/ml a 48 h, 151,4 pg/mla 72 h.

38



Reésultats et Discussion [ EGTNEGEGEG

Les résultats de milieu 2 sont bien inférieurs a ceux milieu 1 et aussi une diminution de la
quantité a 72 h cela indique soit un épuisement de substrat ou altérer la croissance par un effet
potentiellement inhibiteur de certains composés présents dans le café, tels que la caféine, qui

peuvent ralentir ou altérer le métabolisme levurien d’aprées 1’étude de Ruta et Farcasanu, 2020.

D’autre part le sédiment dense confirme la précipitation, mais pas nécessairement une bonne

qualité de biomasse.
e Milieu 3 — Avoine moulue : 641,4 pg/ml a 48 h et 707,4 pg/mla 72 h.

Les résultats expliquent que L’avoine donne une production élevée selon les autres substrats,
une Légére augmentation & 72 h, mais la production est deja élevée a 48 h. lls sont confirmés
que I’avoine est riche en béta-glucane, en protéines, en lipides insaturés et en antioxydant ce

qui stimule la croissance microbienne (Angelov et al., 2018).
» Comparaison des résultats

La présente étude a permis d’obtenir une concentration élevée de béta-glucane de 707,4 pug/ml
aprés 72 h de fermentation de S. cerevisiae dans un flacon de 200 ml contenant 120 ml de
milieu de culture. Le milieu utilisé était composé d’avoine moulue, I’extrait de levure a 1 % et
de glucose. La fermentation a été conduite a une température de 30 °C, sous agitation a 150
rpm, sans aération forcée ni régulation du pH. L’extraction du béta-glucane a été réalisée avec
NaOH 2M a 90 °C pendant 1 heure. Ces résultats ont été comparés a ceux obtenus par
Thontowi et al., 2023 qui ont étudié la production de béta-glucane par la méme souche dans
un fermenteur air-lift d’un volume de 2 L contenant 1900 ml de milieu de culture. Leur milieu
de culture contenait du glucose comme substrat principal (, et différentes sources d’azote ont
¢té testées, notamment la peptone a 2% et I'extrait de levure 1%. La fermentation s’est
déroulée pendant 84 h, a 30 °C, avec une aération continue (1,5 vvm) et un pH maintenu a 7.

Dans ces conditions optimisées, la concentration maximale en béta-glucane a atteint 933,33

pg/m.

Malgré la concentration en glucose similaire (2%) utilisée dans notre travail et celui utilisée
par Thontowi et al., 2007, notre rendement est resté inférieur, ce qui peut s’expliquer par

plusieurs différences expérimentales peuvent I’expliquer, notamment :

« La durée de fermentation plus courte dans notre travail, qui est réduit la production de

notre produit. Aussi la durée d’extraction qui peut étre limiter la quantité extraite.
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» L’absence de contrdle du pH, le manque d’aération, qui peut influencer la croissance

et la production de béta-glucane.

Cependant, nos résultats de milieu 3 montrent une production de béta-glucane proche de celle
rapporté par Thontowi et al., 2023, ce qui encourageant compte tenu des conditions simples et
de I'utilisation des substrats agro-industriels peu coliteux comme 1’avoine. Cela ouvre la voie

a une production plus accessible et durable de ce polysaccharide d’intérét.
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Conclusion

Cette étude sur la production de béta-glucane par Saccharomyces cerevisiae a mis en évidence
I’importance croissante de cette molécule dans divers domaines, notamment les industries
agroalimentaire, pharmaceutique et cosmétique. Malgré [I’intérét croissant pour ses
applications, la production debéta-glucane demeure peu développée en Algérie. Compte tenu
de la facilité d’utilisation de S. Cerevisiae et de sa capacité a produire des béta-glucanes
structuraux de qualité, notre objectif a été¢ d’identifier un substrat agroalimentaire peu coliteux

permettant une production efficace, accessible et réalisable a 1’échelle nationale.

Les résultats obtenus ont montré que I’avoine moulue constitue le substrat le plus favorable
selon leur quantité produit (707,4 pg/ml), en raison de sa richesse nutritionnelle et de son effet
positif sur la production de béta-glucane. Les épluchures de pommes de terre ont également
présenté une production intéressante (479.4 pg/ml), confirmant leur potentiel comme

alternative valorisable dans un contexte de fermentation.

Cependant, certaines limites expérimentales ont été observées, notamment 1’absence de
controle du pH et de ’aération, qui peuvent influencer significativement la croissance de la
levure et la synthése de béta-glucane. De plus, la durée de fermentation joue un role
déterminant, la production maximale étant genéralement atteinte en debut de phase

stationnaire.

Les résultats obtenus soulignent le potentiel de valorisation des résidus agroalimentaires pour
une production durable et economique de béta-glucane. Pour la suite de ce travail, il serait
pertinent d’explorer plusieurs pistes d’amélioration. L’optimisation des conditions de
fermentation (température, pH, durée, agitation) pourrait permettre d’augmenter encore le
rendement en béta-glucane. 1l serait également intéressant d’étudier 1’utilisation d’enzymes ou
de traitements mécaniques pour améliorer 1’extraction. Enfin, I’emploi de souches
sélectionnées ou génétiquement modifiées de S. cerevisiae pourrait représenter une voie

prometteuse pour une production plus efficace et ciblée.
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