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1. Introduction

Les effets négatifs sur ’environnement sont
notamment par
produits issus des sources des énergies fossiles
(Ganesan et Nellaiappan, 2014) et la présence de

nombreux,

Abstract

L’étude vise la sélection et la caractérisation d’isolats de levure a aptitude amylolytique
provenant du malt de mais (Zea mays sp.). Moyennant ’utilisation de la méthode des quadrants,
17 isolats cultivés sur gélose de Sabouraud chloramphénicol en boite de Pétri ont été prélevés,
ensuite purifiés et soumis a une sélection sur la gélose 4 % d’amidon. Aprés repiquages
successifs effectués sur gélose de Sabouraud en boite de Pétri, 1’identification des colonies
sélectionnées a été réalisée. Toute chose égale par ailleurs, les colonies ont différé par leur taille,
laquelle est moyenne pour 1’isolat S7 et grande pour S8 et S9. La densité cellulaire de colonie,
exprimée en 106 cellules/ml, a également différé d’une souche a I’autre, notamment 11,5 pour
S7, 14 pour S8 et 28,1 pour S9. La capacité de transformation d’amidon est relativement plus
élevée pour S9 avec 7 ° Brix d’extrait soluble a 2 heures d’incubation par rapport a la valeur de
6 ° Brix pour S7 et S8. La valeur maximale pour S9 décroit ensuite de 7 a 5 ° Brix durant la
période allant de 4 a 20 heures et reste stable a 5 °Brix jusqu’a la fin d’incubation a 34 heures.
Par contre elle reste stable a 6 © Brix pour S7 et S8 durant la période de 2 a 34 heures. L’isolat
amylolytique S9 s’est révélé plus performant que les isolats S7 et S8.

Application Pratique

L’isolat S9 peut étre utilis€ pour réduire la charge polluante due a 1’amidon résiduel du
fonctionnement d’installation d’extraction d’amidon de racine de manioc et de moulins de
foufou. La suppression d’amidon résiduel, moyennant 1’utilisation de culture mixte d’isolat S9
avec une levure alcoogeéne dans le procédé de production du bioéthanol a base de rebuts
industriels d’amylacés, peut conduire a 1’assainissement de 1’environnement et apporter de la
valeur ajoutée a I’activité principale.

Mots clefs: Malt de mais de la variété Accros, isolats de levure, souches sélectionnées de levure,
densité cellulaire, aptitude amylolytique.

rebuts générés par les pratiques de certaines
industries productrices des farines amylacées.
Cela suscite I’intérét d’explorer, d’une part des
sources d’énergies renouvelables et d’autre part

[’utilisation des
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la valorisation des rebuts notamment des
minoteries et des moulins de foufou au Congo
dans la production du bioéthanol (Diakabana et

al., 2016 ; 2020).

L’origine du procédé d’utilisation d’activités
amylolitiques se perd dans [D’histoire de
I’humanité comme le témoignent les procédés de
brassage du malt de céréales en brasserie, dans la
production des eaux-de-vie d’Irlande, de Russie
et de manioc dans le Bassin du Congo
(Diakabana, 2020). A partir de la deuxicme
moitié du 20°™ siécle, les amylases sont
beaucoup utilisées dans la bioindustrie.

L'intérét pour les amylases fongiques a augmenté
ces dernieres années ou plusieurs investigations
sont menées sur les enzymes amylolytiques

extracellulaires  secrétées par les genres
Aspergillus,  Rhysopus  (Ait-kaki, 2004,
Ramashandran et al, 2004), Penicillium

(Nouadri, 2011), Lipomyces (Merabti, 2006) et
celles produites en culture mixte fongique (Abu
et al., 2005).

Les levures ont des applications diversifiées et
un impact spectaculaire dans
industriel,  biotechnologique,
environnemental dans toutes les civilisations
(Fossi et al, 2005; Bennamoun, 2017
Ghomrani et Boukerrou, 2021).

le contexte
médical et

Les bouilleurs traditionnels de lotoko (eau-de-vie
de manioc) utilisent du malt de mais (Diakabana
et al., 2007 ; 2008) provenant d’une longue
durée de phase d’étouffement du processus de
maltage de mais (Diakabana et al., 2013 ; 2014).
Le malt de mais obtenu dans ces conditions est
riche en densité cellulaire de levure et activité
amylasique nécessaires a la bonne efficacité du
processus de  saccharification-fermentation
(Diakabana et al., 2007; 2008) dans la
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production de bioéthanol (Diakabana et al.,
2016; 2017).

Actuellement, diverses especes de levure
amylolytique  sont  connues, notamment
Saccharomyces diastaticus, Schwanniomyces

occidentalis (Walker, 2009), Pichia pastoris
(Mizutani et al., 2012), Saccharomyces
(Martinez et al., 2016),
Wickerhamomyces anomalus (Yan et al., 2019).
L'utilisation de levures en biotechnologie ouvre
la possibilit¢ de biodégradation des déchets

industriels, obtenant ainsi des produits a valeur
ajoutée (Ghomrani et Boukerrou, 2021).

cerevisiae

Dans le processus de production d’éthanol
utilisant de matieres premieres amylacées, il
existe des démarches technologiques impliquant
de processus de culture mixte mettant en ceuvre
I’action de microorganisme dégradant I’amidon
couplée a la fermentation éthyliques de sucres
simples (Abu et al., 2005).

En vue d’amorcer le procédé de production
industrielle du bioéthanol de manioc au Congo, il
est nécessaire de procéder par le processus de
saccharification fermentation contrdlés utilisant
de souches de levure performante (Diakabana et
al., 2014).

Notre travail consiste d’isoler, sélectionner et
caractériser sur la base des parametres
morphologiques, physiologiques et de la densité
cellulaires des colonies d’isolats de levure
provenant du malt de mais et prouvant I’aptitude
de transformer 1’amidon.

2. Matériels et méthodes
2.1. Matériel

2.1.1. Collection des échantillons de malt de
mais
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Douze (12) échantillons du malt de mais de
variété locale nommée Accros (Photo 1) utilisés
pour I’expérimentation ont ét€ procurés aupres
des marchandes rencontrées au niveau du marché

d’Ouenzé, dans [Iarrondissement V du
département  administratif de  Brazzaville
(République du Congo).

Photol: 12 échantillons de malt de mais
contenus dans des sachets en plastique

L’enquéte réalisée auprés des
traditionnelles et marchandes questionnées a

productrices

révélé que la durée de la phase d’étouffement
lors du processus du maltage de mais est
d’environ 4 a 6 jours (Diakabana et al., 2013 ;
2014 ; 2017).

Ces 12 échantillons ont ensuite été transportés et
stockés au Microbiologie
Alimentaire de I’Institut National de Recherche
en Sciences de I’'Ingénieur et Innovation
Technologique (INRSIIT). Ils ont été séchés
dans un séchoir solaire pendant deux jours
d’ensoleillement et stockés au laboratoire. Un
mélange de ces 12 échantillons a été réalisé pour

Laboratoire de

constituer un stock de travail conservé au
Laboratoire de Microbiologie Alimentaire de
I’INRSIIT  en
I’expérimentation.

attendant la  suite de
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2.1.2. Milieux de culture

Trois milieux de culture ont été utilisés,
notamment le milieu sélectif gélose de
Sabouraud 0,005 % chloramphinicol 4 %
glucose agar fourni par une société indienne
HIMEDIA Laboratories pour 1’isolement et
purification d’isolats par repiquages successifs,
la gélose a 4% d’amidon pour la sélection
d’isolats de levure amylolytique et le bouillon
synthétique a 4% amidon pour le test d’aptitude
amylolytique d’isolats sélectionnés.

2.2. Méthodes
2.2.1. Isolement des souches de levure
2.2.1.1. Echantillonnage

A partir du stock de travail, pH évalué a 4,33,
trois prélevements de 10 g chacun ont été
effectués a trois niveaux différents (Toumi,
2018), notamment en surface, au ceeur et au fond
du stock de travail; on a obtenu une quantité
totale de 30 g qui ont été broyés.

2.2.1.2. Préparation de la suspension meére

Les manipulations sont effectuées dans des
conditions aseptiques, en opérant pres de la
flamme du bec de Bunsen.

10 g de broyat de malt de mais fraichement
obtenu ont été mis en suspension dans 90 ml
d’eau enrichie d’extrait de levure. La solution a
ensuite ét¢ homogénéisée manuellement pendant
3 minutes et laissée incubée pendant 24 h a
température ambiante pour obtenir la solution
mere.

2.2.1.3. Technique d’isolement des levures

L’isolement de souches de levure a été effectué
en utilisant un milieu sélectif gélose de
Sabouraud a 0,005% Chloramphénicol et 4 %
glucose (Ameyapoh et al., 2006).
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10 ml de la suspension du broyat de malt de mais
provenant de la solution mere ont été prélevés
stérilement et mis dans un tube a essai stérile,
ensuite bouché avec du coton ouate. Les milieux
de culture solides mis en ceuvre ont été
ensemencés en surface en vue de 1’isolement de
microorganismes.

La méthode des quadrants et sa variante ou
technique par épuisement citée par Nicolas et
Daniel (1998) ont été utilisées.

-Selon la méthode des quadrants, quatre
quadrants  de  surfaces  progressivement
croissantes ont été tracés sur le fond de la boite
de Pétri contenant de la gélose; les surfaces des
trois premiers quadrants ont été plus réduites et
celle du quatrieme plus grande. Le bouton stérile
de la pipette Pasteur a été chargé avec la culture
de levure et légerement posée sur la gélose, a
I’intersection de 1 et 2 pres du bord de la boite. A
I’aide du bouton d’une pipette Pasteur stérile, des
stries assez espacées ont été réalisées pour
entrainer un peu de suspension laquelle a été
étalée sur les deux premiers quadrants (let 2).
Cet instrument d’étalement a été flambé au bec
de Bunsen et refroidi quelques instants. Le
deuxieme quadrant a ensuite ét€ étalé par des
stries sur le troisieme quadrant. L’instrument a
été flambé et refroidi. Le troisieme quadrant a été
étalé par des stries sur le quatrieme quadrant. La
culture réalisée a été incubée a 28-30°C pendant
trois a cing jours a I’étuve.

-Selon la technique par épuisement, la boucle en
verre stérile de pipette Pasteur superficiellement
trempée dans la suspension a été légerement
posée sur la gélose en boite. Le prélevement a été
épuisé sur la demi-boite 1, puis sur la demi-boite
2, en réalisant des stries serrées ; on a refermé la
boite et laissé cultiver a 30 °C pendant 3 a 5
jours.

Diakabana et al.

2.2.1.4. Purification
-Principe

La purification des colonies de levure isolée a été
faite par repiquages successifs (Larpent, 1991).
Une colonie suffisamment isolée a été repiquée
sur milieu Sabouraud-Chloramphénicol en boites
de Pétri, ensuite ensemencée sur gélose en pente
dans des tubes a hémolyse suivant la méthode
d’épuisement par stries en zigzag.

-Mode opératoire

En vue d’une meilleure purification d’isolat de
levure, les colonies répertoriées et suffisamment
séparées des voisines (1cm au minimum) ont été
repiquées deux a quatre fois sur milieu solide en
pente par la méthode d’épuisement.

De la gélose (8-10 ml) en pente a été obtenue en
gardant le tube a essais en position inclinée d’un
angle de 30-40°C par rapport au plan horizontal,
pendant le refroidissement. La technique a la
pipette boutonnée stérile a été utilisée pour
ensemencer la gélose inclinée. Apres avoir
chargé le bouton stérile de la pipette Pasteur
avec la culture de levure a repiquer en le
trempant dans la suspension ; il a été introduit
dans le tube jusqu’a la base de la gélose. Les
cellules de levures ont été transférées
aseptiquement sur la gélose en pente en faisant
des stries serrées et remontant du fond vers
I’extrémité du tube. Le milieu a été incubé a 28-

30°C pendant 48-72 heures.

2.2.1.5. Conservation

Apres purification, chaque isolat a été cultivé en
stries sur gélose de Sabouraud en pente dans de
tubes bouchés avec du coton ouate. En attendant
leur utilisation ultérieures, notamment
I’identification et le test sur la capacité de

consommation d’amidon, les souches
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amylolytiques ont été stockées au réfrigérateur a
+4°C (Ulhaq et al, 2002; Ghomrani et
Boukerrou, 2021) afin qu’elles gardent toutes
leurs caractéristiques liées a une bonne vitalité et
de limiter les possibilités de variations.

2.2.1.6. Sélection des souches amylolytiques

La sélection des souches amylolytiques a été
effectuée par test de culture sur la gélose a
I’amidon enrichi d’extrait de levure et de sulfate
d’ammonium (Soufleros et Bertrand, 1979 ;
Marc, 1982) et la gélose au glucose comme un
milieu témoin afin de mettre en évidence la
capacité amylolytique.

Pour rechercher la capacité amylolitique des
isolats, une culture test sur gélose a I’amidon
comme seule source de carbone et d’énergie a été
effectuée par incubation pendant 72 heures a 30
°C.

Chaque souche de levure isolée a été diluée dans
5 ml d’eau physiologique stérile et ensemencée
sur la gélose a I’amidon, au méme temps sur la
gélose au glucose en utilisant la méthode
d’ensemencement par épuisement.

Les boites ensemencées ont été incubées a 29 +
1°C pendant 3 jours. Apres incubation, les
souches pouvant se développer sur la gélose a
I’amidon ont été considérées comme positives.
La valeur élevée du niveau de transformation
d’amidon en bouillon synthétique a été prise en
compte. Pour suivre I’évolution du profil de
consommation d’amidon par les souches de
levure a activité amylolytique sélectionnées.

2.2.1.7. Identification des souches
précédemment sélectionnées a aptitude
amylolytique

L’identification des souches précédemment
sélectionnées a aptitude amylolytique a été basée
sur les clefs de détermination de Barnett et al.

Diakabana et al.

(2000) et Kreger-Van (1984). Ces souches ont
été identifiées apres une étude culturale en vue
d’apprécier les caractéristiques macroscopiques,
microscopiques et physiologiques (Ghomrani et
Boukerrou, 2021).

2.2.1.7.1. Etude des caracteres morphologiques
et culturaux des souches sélectionnées a
aptitude amylolytique

L’¢tude des morphologiques et
culturaux des souches sélectionnées a aptitude
amylolytique a été scindée en deux étapes :
I’examen macroscopique des colonies, selon la
technique bactériologique citée par Nicolas et
(1998) permettant

caractérisation et

caracteres

Daniel d’effectuer une

premicre I’examen

microscopique des souches.
2.2.1.7.2. Examen macroscopique

L’¢tude macroscopique a été effectuée sur des
isolats de souches amylolytiques pour faire une
présélection basée essentiellement sur leurs
caractéristiques morphologiques, notamment la
description de la colonie en surface de
gélose (aspect du contour, de la surface, du relief
de la colonie par rapport a la surface de gélose ;
la couleur et le caractere d’opacité). L’examen
des cultures en boites de Pétri a été effectué
quotidiennement.

2.2.1.7.3. Observation microscopique
L’étude
souches

des caracteres morphologiques des
isolées  sélectionnées a aptitude
amylolytique a consisté de faire une préparation
microscopique a 1’état frais, entre lame et lamelle
d’une goutte issue de chaque échantillon de
souche amylolytique pure de levure afin de
déterminer la forme, le mode groupement, de
reproduction et la mobilit¢é cellulaires.
L’observation au microscope optique a été faite
au moyen d’un objectif 40X (Tsyoshi et al,.
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2004) pour visualiser la forme, ’arrangement et
le mode de division cellulaires.

2.2.1.8. Evaluation de la densité cellulaire par
colonie des souches amylolytiques

La densité cellulaire par colonie a été réalisée par
comptage  sous  microscope  moyennant
’utilisation de la cellule de Malassez (Diakabana
etal., 2017).

A partir d’un isolement récent d’isolat de levure
sur gélose de Sabouraud, la colonie a été
prélevée le plus complétement possible a 1’anse
et mise en suspension dans 10 ml d’eau
physiologique stérile ; laquelle suspension a été
bien homogénéisée. C’est la suspension mere
d’isolat de levure.

-Selon la méthode adaptée de Heineken (1986),
1) prélever 0,1 ml de la suspension mere et la
diluer dans 0,9 ml d’eau distillée, ii) prélever une
goutte apres homogénéisation, ii) ensuite la
déposer sur la cellule de Malassez, puis la
couvrir avec une lamelle spéciale. Prélever une
goutte par homogénéisation, ensuite la déposée
sur la cellule de Malassez, puis la couvrir avec
une lamelle spéciale.

-Observer au microscope avec 1’objectif 40x ;

-Compter le nombre de cellules de levure dans
chacune des 5 zones, de A a E, comme suit :

A D

B E

-Déterminer le nombre de cellules de levure de la
maniere suivante:

Diakabana et al.

Nombre de cellules de levure = (A+B+C+D+E)
X k cellule/ml ; Avec k = 0,5 x10° cellule/ml
(coefficient donné par Heineken).

2.2.2. Capacité de consommation d’amidon des
isolats testés positifs sur amidon

La capacit¢ de consommation d’amidon des
isolats purifiés de levure testés positifs sur
amidon a été évaluée, en bouillon synthétique (4
g d’amidon /100 ml) a 28 + 2 °C et contenu dans
des bouteilles de forme cylindro-conique, par
I’évolution de la mesure de D’extrait soluble
exprimé en % Brix par réfractométrie au cours
du test de processus d’amylolyse (Diakabana et
al., 2013).

2.2.3. Analyse statistique des résultats

Toutes les expériences ont été exécutées en
triple. Les valeurs de moyenne, d’écart-type, de
coefficient de wvariation et d’intervalle de
confiances déterminées par la méthode basée sur
la loi en cloche de Gauss-Laplace (Larrieu, 1988)
ont été utilisées en vue d’apprécier la répétitivité
des mesures d’analyse et des opérations.

3. Résultats et discussion

3.1. Résultats

Les résultats d’isolement, de sélection, de
caractérisation d’isolats de levure a activité
amylolytique provenant du malt de mais, ceux de
la densité cellulaire des colonies et le profil de

consommation d’amidon sont décrits.
3.1.1. Isolement des souches de levures

L’étalement d’un aliquote de suspension aqueuse
d’échantillon du malt de mais réalisé sur milieu
gélosé Sabouraud chloramphénicol 0,005% en
boite de Pétri et incubation effectuée a une
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température de 28+2°C pendant 48 heures , ont
permis d’isoler 20 souches.

3.1.2. Purification

Apres les repiquages successifs sur le milieu
Sabouraud Chloramphénicol 0,005% en boites de
Pétri, dix-sept (17) souches pures de levure
désignées respectivement de S1 & S17 ont été
cultivé, ensuite ensemencés respectivement en
tubes sur gélose en pente pendant 72 heures
d’incubation.

3.1.3. Conservation

Les dix-sept (17) souches de levure purifiées par
repiquages successifs et cultivées sur la gélose en
pente ont été conservées au réfrigérateur a + 4°C
(Figure 1), en attendant

leurs utilisations

ultérieures, notamment le test amylolytique.

Figure 1: Dix-sept (17) souches de levure purifées
apres repiquages successifs et cultivées sur gélose de
Sabouraud en pente dans tubes, aprés 72 heures
d’incubation a 29+1°C.

3.1.4. Sélection des souches amylolytiques

Pour la mise en évidence de [Dactivité
amylasique sur les dix-sept isolats, une culture
test sur gélose a I’amidon comme seule source de
carbone et d’énergie a été effectuée selon la
méthode d’ensemencement par épuisement en
boites de Pétri, ensuite incubation pendant 72

heures a 30 °C.
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Parmi les dix-sept souches testées sur la gélose a
I’amidon, seules trois souches
notamment S7, S8 et S9 (Figure 2).

ont pousseé

Souche S7 Souche S8 Souche S9

Figure 2 : Trois souches de levures amylolytiques
sélectionnées S7, S8 et S9 ayant cultivé sur gélose a
I’amidon apres 72 heures d’incubation a 30 °C.

Souche S7

Souche S8 Souche S9

Figure 3: Trois souches amylolytiques (S7, S8, S9)
repiquées sur gélose de Sabouraud aprés 72 heures
d’incubation a 29+1°C.

(4

;..

Figure 4: Les trois souches de levures amylolytiques
sélectionnées S7, S8 et S9 repiquées sur gélose de
Sabouraud en pente pendant 72 heures d’incubation.

3.1.5. Repiquage des souches amylolytiques sur
gélose Sabouraud en boite de Pétris

Pour une bonne visibilité des colonies, chaque
isolat a été repiqué sur la gélose Sabouraud
Chloramphénicol.
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Les trois souches amylolytiques sélectionnées
ont été ensuite repiquées sur gélose Sabouraud
en boite de Pétri suivant la méthode des
quadrants (Figure 3).

3.1.6. Repiquage des souches amylolytiques sur
gélose Sabouraud en pente pour une
conservation

En vue de leur conservation au réfrigérateur + 4
°C, les trois souches de levures amylolytiques
sélectionnées ont été repiquées sur la gélose en
pente (Figure 4) en attendant leurs utilisations,
notamment pour leur identification.

3.1.7. Identification

En vue d’assurer I’identification des isolats a
aptitude amylolytique testées, une étude culturale
relative a D’appréciation des caractéres
morphologiques (macroscopique, microscopique,
de reproduction et de densité cellulaire) afférente

a été effectuée.
3.1.7.1. Caracteres macroscopiques

Apres incubation pendant trois jours a 28+2°C,
les colonies isolées ont subi une observation
macroscopique. Les caractéristiques principales
de ces trois souches de levures sélectionnées sont
récapitulées (Tableau 1).

Les trois souches de levure amylolytiques
présentent des caracteres communs en ce qui
concerne 1’allure du contour régulier, le relief
bombé, I’aspect de la surface lisse et brillante, la
couleur blanche, la forme ronde, la consistance

crémeuse et [’aspect opaque.

La différence a été observée au niveau de la
taille. Celle des souches S8 et S9 est grande,
tandis que celle de la souche S7 est moyenne.

Diakabana et al.

v
Slg |z |z (2
- = - - -~
s|¥ | |IE |=£ =
= N O
55 |5 |8 |83
C—
m:
@ - ©
- v
£
. g2 2 |2 o ®
P < |2 3 = o T
3 2 |2 |8 |5 @
= = = = :g
=) "’,92 4 4 ©
s (€ [©|Y o |0 5 5
-.:.S o @
o o @
o -—
" - o
S |8 S, A
2|2 2z |2 |2 |53
(4 n 9 9 9 o
s (£ |35 |E |E |2 @
o, L — — v
v |8 m m m o 2
- > ‘T)\:
@ <
£ o o
-] »w
9 < v 53
= = 2 L = n c
] = < B
» |® g |E§ | |v 8
< ] —
5 |2 = |12 |[E |o 2
o |& & & m T e
w ﬂ--m m - @
2] 5 @ | - . s -
= |8 [&]8 |§ |8 |¢ E
2 |2 |Blz [2 |2 |2 6
8 g'ﬂ._: 4 |8 (-
&7 £ O -
o - M
- - 0 v '
2 2 |22 2 |8 Ll o
E |IE B |8 |E |2 o
z |2 M@ & [ |[g &
2 |a T ©
) o «
2 |2 lels |5 [z |25
g |g |8l |5 [ | &
& = = = -
: = g& a; a: EQJ
o ¢ R e &N ) )
i Ulg |2 | ® @
L
c 3 @
o} 5 ™ o
= §o o) » > & '8
Rl _"C: .'?'. -g Q9 v ®©
8 Se |2 € |88
5 b HGs
-3 W W _2‘0‘”
2
<,:_ |5 = = G € @
%>\ = = — A W
- =) © < omC
~ BIZ 25 |6 "9 2
2 o S w
- S
=
- S ~ 0 a = O v
= | 7] 7]

3.1.7.2. Caracteres microscopiques

Les résultats de 1’observation microscopique a
I’état frais montrent que les trois souches de
levure possedent le méme mode de reproduction,
le méme mode de groupement cellulaire.

28



J. Food. Stab (2023) 6 (1): 28-34

Les résultats obtenus montrent que les trois
souches de levure possedent le méme mode de
reproduction, le méme mode de groupement
cellulaire et sont toutes immobiles ; la différence
est observée au niveau de la forme (Tableau 2).

En ce qui concerne la forme, les cellules des
souches S7 et S8 sont rondes et ovoides, quant a
la souche S9 ses cellules sont ovoides et

allongées.
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3.1.7.3. Evaluation de la densité cellulaire de
chaque souche amylolytique

Les résultats de la concentration cellulaire dans
la colonie de chaque souche amylolytique,
effectuée a 1’aide d’une cellule de Malassez sont
variés (Figure 5).

30
25

E 20

a mS7

2 45

7] mS8

L=

g W $9
5
0

Souche de levure amylolytique

Figure 5 : Concentration cellulaire de la colonie de
chaque souche de levure amylolytique

La concentration cellulaire est plus élevée pour
la colonie de I’isolat S9 évaluée a 28 x 10°
cellules/ ml par rapport a celles pour S8 et S7
évaluées respectivement a 14 et 11,5 x 10°
cellules/ ml.

3.1.8. Evolution du profil de consommation
d’amidon par les souches

sélectionnées

Les résultats de I’expérimentation révelent
I’évolution de I’extrait soluble, en % Brix, relatif
a la consommation de 1’amidon au cours de la
culture en bouillon synthétique des souches
amylolytiques testées (Figure 6).

Le profil du métabolisme de I’isolat S9 sur
amidon est différent par rapport a celui de deux
autres testés. Il est caractéris€ par une
dégradation rapide de I’amidon évaluée a un
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maximum de 7 % Brix d’extrait soluble généré
durant 2 et 4 heures d’incubation. Ensuite, il
décroit progressivement et révele une diminution
de D’extrait soluble a 5 % Brix, de 4 a 21 heures ;
cette valeur se stabilise finalement le reste de
temps d’incubation.

Par contre, le profil de la valeur de I’extrait
soluble dans le bouillon synthétique a 1’amidon,
au cours d’incubation avec les isolats S7 et S8,
est presque le méme ; il est stable a 6% Brix
durant tout le temps de culture (de 2 a 34
heures).

m o o~ 0o

E)l-‘.T.

— 7
=—58
59

Extrait soluble (% Brix}
P L =4

[

L=

i 2 4 19 21 32 34
Période de culture (h)

Figure 6: Evolution de 1’extrait soluble (en % Brix)
au cours de la culture des souches (S7, S8 et S9) de
levure en bouillon synthétique a 4% ’amidon.

3.2. Discussion

Le pH du malt, relativement acide (pH 4.33),
favorise la prolifération des levures (Allen et
Ahearn, 1987 ; Larpent et Larpent- Gaurgaud,
1997). Cette valeur de pH relativement basse
serait due a la longue durée de la phase
d’étouffement lors du processus du maltage
laquelle favorise la capacité amylolytique du
malt de mais qui croit avec la population de
levure (Diakabana et al., 2017).

Parmi les activités amylolytiques provenant du
malt de mais, figurent celles qui sont d’origine

Diakabana et al.

enzymatique développées dans le grain au cours
du processus de germination (Diakabana et al.,
2013 ; 2014), et celles développées par les
microorganismes contaminant les grains de mais
(Diakabana et al., 2017)  recherchées
empiriquement par les bouilleurs de lotoko dans
le Bassin du Congo (Diakabana et al., 2007 ;
2016). Les échantillons de malt de mais utilisés
comme source de ferments amylolytiques
important de
souches levuriennes (Ganesan et Nellaiappan,

2014).

renferment donc un nombre

Trois souches, nommées S7, S8 et S9 ayant
cultivé sur la gélose a I’amidon enrichie d’extrait
de levure et de sulfate d’ammonium
caractere amylolytique (Soufleros et Bertrand,

1979 ; Marc, 1982).

sont a

L’utilisation de bouteille en position cylindro-
conique, en guise de fermenteur, a permis
d’assurer une auto-agitation naturelle de Ia
culture gazogéne de levure nécessaire pour
uniformiser 1’environnement physique, chimique
et biologique, notamment pour homogénéiser la
température, le pH, D’aération, le substrat, le
produit et la biomasse microbienne mise en
ceuvre en vue de la modélisation du processus de
fermentation (Engasser, 1988 ; Lagzouli et al.,
2007).

La capacit¢ de cultiver dans des conditions
d’expérimentation a base d’amidon explique que
ces trois souches S7, S8 et S9 sont aptes
d’hydrolyser 1’amidon seule source de carbone
(Lagzouli et al., 2007 ; Tumi, 2018 ; Ghomrani
et Boukerrou, 2021).

Ces trois souches de levure sélectionnées ont a la
fois I’aptitude glycolytique et amylolytique car
elles cultivent sur gélose a glucose d’une part et,
d’autre part sur gélose a amidon comme c’est le
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cas des especes de levure amylolytique connues

de nos jours, notamment Saccharomyces
diastaticus, Schwanniomyces occidentalis,
Pichia pastoris, Saccharomyces cerevisiae,

Wickerhamomyces anomalus (Walker, 2009 ;
Mizutani et al., 2012 ; Martinez et al., 2016 ;
Yan et al., 2019).

souches de levure
sélectionnées S7, S8 et S9 donne la possibilité
de biodégradation des déchets industriels
amylacés, conduisant ainsi a [’obtention des
produits a valeur ajoutée (Ghomrani et

Boukerrou, 2021).

L'utilisation de ces

Au cours de test d’expérimentation, la
diminution de D’extrait soluble relatifs aux
produits d’amylolyse en bouillon synthétique sur
amidon, allant de 7 a 5 °Brix, indique une
consommation notable de sucres simples par la
souche amylolytique sélectionnée S9 révélant
une  possession  d’activité  glycolytique
(Diakabana et al., 2013).

La stabilité de I’extrait soluble évaluée a 5 °Brix
par S9 indique un arrét de consommation de
sucres simples générés au cours de I’hydrolyse
d’amidon (Scriban, 1988), probablement di a la
limite de son activité débranchante.

La stabilité de I’extrait soluble évaluée a 6 °Brix
et engendrée par les isolats amylolytiques
sélectionnés S7 et S8 correspond a une plus
faible activité amylolytique due a leur plus faible
activité débranchante aboutissant a une plus
grande valeur d’extrait soluble limite par rapport
a celle avec I’isolat S9.

en bouillon
synthétique sur amidon peut étre levé par
I’addition d’une préparation

L’extrait soluble limite présent

enzymatique

Diakabana et al.

exogene adéquate, notamment la glucoamylase
(Anto et al., 2006 ; Lagzouli et al., 2007).

Le management des potentialités de la souche S9
pour la suppression d’amidon des effluents
industriels et la consommation d’extrait soluble
généré est intéressant dans le contexte d’une
fermentation mixte avec une autre souche de
levure, notamment Candida utilis aboutissant a
la conversion de rebuts amylacés en protéine
spécifique de cellule microbienne (Manilal et al.,
1991) utilisable en alimentation animale riche en
protéine ou de levure alcoogene conduisant a la
production de bioéthanol (Diakabana et al.,
2016) économiquement rentable.

L’identification par des tests culturaux
(macroscopiques) et morphologiques
(microsopique), les résultats de la littérature

(Kreger-Van, 1984 ; Barnett, 2000) et des tests
biochimiques montrent que ces souches
appartiennent au genre Candida lusitaniae pour
S7, Rhodoturala pour S8 et Candida glabatra
pour S9.

4. Conclusion

Trois souches de levure testées amylolytiques
possedent également une activité glycolytique
révélée par leur capacité de cultiver sur la gélose
au glucose. Elles peuvent étre prises en compte
pour le processus de fermentation industriel a
base de produits amylacés. L’étude cinétique de
la consommation d’amidon en bouillon
synthétique révele que la souche S9 est plus
performante par rapport a S7 et S8 dans le
contexte de la transformation de ce
polysaccharide. Ces souches a aptitude
amylolytique pourront permettre de valoriser les
rebuts des minoteries et moulins de foufou

installés dans les pays de Bassin du Congo.
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