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Résumeé

Les aliments traditionnels fermentés ivoiriens constituent une importante réserve génétique de souches
sauvages de Saccharomyces cerevisiae. Cependant leur exploitation dans la production de bioéthanol au
niveau industriel est limitée. L'objectif de cette étude est de montrer que les souches sauvages de
Saccharomyces cerevisiaeisolées des boissons traditionnelles produites en Cote d'Ivoire peuvent &tre utiliser
pour la production de bioéthanol. Pour ce faire, 30 souches sauvages de S. cerevisiae ont d’abord été isolées
de trois boissons traditionnelles, produites en Cdte d'lvoire (la bigre de shorgo et les vins de rafia et de
palmier @ huile). Ensuite elles ont été soumises a des analyses de potentialités biotechnologiques a travers
I'étude des propriétés physiologiques notamment la croissance d haute température, la résistance d I'éthanol,
la fermentation des sucres d’intérét biotechnologique et la production d’éthanol a partir d’un substrat. Les
résultats ont montré que les souches testées peuvent se développer a des températures relativement élevées
allant de 30 & 44°C. En outre la plus forte teneur en éthanol de 3,25 & 0,11 % a été produite par la souche
thermotolerantes YOP | / 1-1 aprés 24 H de fermentation & 30°C. Ainsi les souches de Saccharomyces
cerevisige de cette étude possedent des propriétés biotechnologiques prometteuses pour étre utilisées dans
la production de bioéthanol. Leurs activités fermentaires, leur tolérance d I'alcool, leur capacité a fermenter
les différents types de sucre, ainsi que leur viabilité et leur stabilité génétique, en font de bons candidats
pour des applications industrielles

Mots-clés : baissons traditionnelles fermentés, Saccharomyces cerevisiae, propriétés biotechnologigues,
bioéthanol.
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Abstract

Evaluation of the hiotechnological properties of wild strains of Saccharomyces
cerevisiae isolated from traditional fermented beverages produced in Cote d'lvoire for
potential use in hioethanol production

Traditional Ivorian fermented foods constitute an important genetic reserve of wild strains of Saccharomyces
cerevisige. However, their exploitation in the production of bioethanol at the industrial level is limited. The
objective of this study is to show that wild strains of Saccharomyces cerevisiae isolated from traditional
fermented drinks produced in Cdte d'Ivoire can be used for the production of bioethanol. 30 wild strains of S.
cerevisiae were first isolated from three traditional drinks produced in Cdte d'lvoire (shorgo beer and raffia
and oil palm wines). Then they were subjected to analyzes of biotechnological potentialities through the study
of physiological properties in particular growth at high temperature, resistance to ethanol, fermentation of
sugars of biotechnological interest and the production of ethanol from a substrate. The results showed that
the strains tested can grow at relatively high temperatures ranging from 30 to 44°C. In addition, the highest
ethanol content of 3.25 & 0.11 % was produced by the thermotolerant strain YOP 1/1-1 after 24 hours of
fermentation at 30°C. Thus, the Saccharomyces cerevisiae strains in this study have promising
biotechnological properties for use in the production of bioethanol. Their fermentation activities, their
tolerance to alcohol, their ability to ferment different types of sugar, as well as their viability and genetic
stability, make them good candidates for industrial applications.

Keywords : rraditional fermented beverages; Saccharomyces cerevisiae; biotechnological properties, bioethanol.

1. Introduction

Le bioéthanol est un biocarburant attrayant ayant un potentiel de sécurité énergétique et de sécurité
environnementale par rapport aux combustibles fossiles. Il est obtenu par un processus se déroulant en
plusieurs étapes et mettant en euvre un procédé de hiologie industrielle appelé la fermentation. En général
la fermentation est effectuée par une variété de microorganismes tels que les champignons, les bactéries et
les levures pour transformer le sucre tiré des végétaux (betterave, blé, mars, sorgho) en alcool. Cet alcool
brut (éthanol) est ensuite distillé puis déshydraté pour obtenir du bioéthanol, c’est a dire de I'alcool pur d plus
de 99 %. Parmi ces microorganismes, Saccharomyces cerevisioe est la levure la plus utilisée pour la
production de bioéthanol au niveau industriel. Cette levure s'est avérée plus efficace que les bactéries en
raison de sa bonne capacité de fermentation et de sa capacité d tolérer des concentrations élevées d'éthanol,
et des sous-produits formés lors du prétraitement et de la fermentation. En effet, S. cerevisiae est capable de
fermenter différents types de sucres (le glucose, le fructose et le saccharose) en éthanol via la voie de la
glycolyse dans des conditions anaérobies et a des températures optimales de croissance de 25 a 35 C[1, 2].
Malgré ces atouts hiotechnologiques, le stress thermique ainsi que d'autres stress tels que I'éthanol qui sont
générés pendant la fermentation, affectent considérablement la production d'éthanol et diminuent le taux de
croissance des souches de S. cerevisiae [3, 4]. De plus, S. cerevisiae ne peut que fermenter les hexoses mais
pas les pentoses [5]. Or, dans la production de bioéthanol, les défauts biotechnologiques tels que la
concentration élevée en éthanol, la température élevée et I'incapacité a fermenter les sucres pentoses,
doivent tre surmonter pour augmenter la capacité productive des souches de S. cerevisiae afin de parvenir
d une production plus efficace de bioéthanol, produit respectueux de I'environnement. Aussi, différentes
approches ont-elles été utilisées pour surmonter ces barriéres biotechnologiques pendant le processus de
production du bioéthanol. Par exemple, pour surmonter les contraintes liées a I'éthanol, différentes stratégies
comme les parametres de fonctionnement et le niveau d’oxygéne ont été développées afin d’améliorer la
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production et la viabilité de 5. cerevisioe a I'éthanol [6]. D'autres études se sont intéressées a une
alimentation exponentielle en vitamines [7] et en acides aminés comme l'isoleucine, la méthionine, la
phénylalanine et la proline qui ont un effet protecteur [8 - 10]. Le magnésium et 'ammoniumqui ont un rdle
dans la protection des cellules ont également fait I'objet de plusieurs utilisations pour contrer I'effet inhibiteur
de I'éthanol [11, 12]. La technologie de brassage du génome a été aussi utilisée pour générer des populations
sexuées et asexuées de 5. cerevisiae résistantes aux fermentations d tres haute gravité, a des températures
élevées et a des concentrations élevées de glucose [13]. Ensuvite, pour résoudre les problémes de la
fermentation des pentoses, des hybrides, génétiquement modifiés ou co-culture de deux souches de levure
ont été utilisées. Une souche hybride a été développée en fusionnant des protoplastes de 5. cerevisiae et des
levures fermentant le xylose comme Pachysolen tannophilus, Candida shehatae et Pichia stipitis et ces
souches de levure hybrides ont été utilisées simultanément pour fermenter les sucres pentose et hexose en
éthanol [14]. Devant le cot extrémement élevé de ces techniques d’optimisation des souches de levure pour
la production d’éthanol, I'isolement de nouvelles souches environnementales de 5. cerevisae des niches
naturelles présentant des caractéristiques telles que la tolérance & I'éthanol, la thermotolérance t autres
caractéristiques, est nécessaire afin d'augmenter leur rendement dans l'industrie de I'éthanol [15]. Par
ailleurs, parmi les niches naturelles, les aliments traditionnels fermentés ivoiriens constituent une importante
réserve génétique de souches sauvages de S. cerevisiae qui pourrait d’étre explorée. L'exploration des
boissons traditionnelles fermentées Ivoiriennes, d la recherche des souches de S. cerevisiae avec un bon
rendement de production en éthanol dans des milieux de fermentation stressés est donc nécessaire.

2. Matériel et méthodes
2-1. Matériel biologique

Les souches de Saccharomyces cerevisiae vtilisées dans cette étude sont énumérées dans le Tableav 1. Elles
ont été isolées a partir de trois niches naturelles : la biére de sorgho, les vins de palmier  huile et de raphia.
Ces souches appartiennent a la collection de souches du Laboratoire de Biotechnologie et de Microbiologie des
Aliments de I'Université NANGUI ABROGOUA (Abidjan, Cdte d'Ivoire). Elles ont été identifiées par la PCR-RFLP
NTS2 et le séquencage de la région D1/D2 [16] et leurs groupes génotypiques ont été déterminés sur la base
de 'analyse des microsatellites [17]. Les souches de levure ont été maintenues & 20 °Cdans 20 % de glycérol.
Les souches CLIB 154 et 2576 S (CIRM- levure, France) ont été utilisées comme souches de références.

Tableau 1: Souches de Saccharomyces cerevisiae utilisées dans cette éfude

Code des souches Niches écologiques Zones d’échantillonnage 'Group.es
genotypiques

ART-7 Vin de raphia Alépé v
AR2-10 Vin de raphia Alépé I
AR3-1 Vin de raphia Alépé I
AR3-7 Vin de raphia Alépé 1
AR3-14 Vin de raphia Alépé 0
GR1-4 Vin de raphia Grand-Lahou 1
GR2-3 Vin de raphia Grand-Lahou |
AdzR/B2 Vin de raphia Grand-Lahou |
AbengR/PI-3 Vin de raphia Grand-Lahou |
AbengR/P1I-5 Vin de raphia Grand-Lahou I
AbengR/PIV-10 Vin de raphia Grand-Lahou v

I

PG1-1

Vin de palmier a huile

Grand-Lahou
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PG1-4 Vin de palmier d huile Grand-Lahou I

PG1-10 Vin de palmier d huile Grand-Lahou I

PA2-4 Vin de palmier d huile Alépé Il
PA2-7 Vin de palmier d huile Alépé v
Attgié P111/Vp8 Vin de palmier d huile Attinguié 0
Attgié P11/ Vp9 Vin de palmier d huile Attinguié v
Attgié PIV/Vp2 Vin de palmier d huile Attinguié Il
Binger PI/Vp9 Vin de palmier d huile Bingerville Il
Bon Vp/A4 Vin de palmier d huile Bonoua 0
Bon Vp/A8 Vin de palmier d huile Bonoua 0
Bon Vp/B7 Vin de palmier d huile Bonoua v
Abll/2-2 Biére de sorgho Abidjan (Abobo) v
Abl /2—6 Biere de sorgho Abidjan (Abobo) v
TPA/2-8 Biere de sorgho Abidjan (Adjamé) v
TLM/1-10 Biere de sorgho Abidjan (Adjamé) v
M2 -1 Biere de sorgho Abidjan (Adjamé) v
YOPI/1-1 Biere de sorgho Abidjan (Yopougon) v
YOPI/2-2 Biere de sorgho Abidjan (Yopougon) v
CLIB 154 CIRM-Levure Souche de référence ND
2576 S CIRM-Levure Souche de référence ND

2-2. Méthodes
2-2-]. Test de croissance a différentes températures

Afin de mettre en évidence I'effet du stress thermique, les tests de croissance des souches & différentes
températures (30, 35, 37, 40 et 45 °C) ont é1é réalisés sur de la gélose YPD coulée en pente dans des tubes &
vis. L’ensemencement a été réalisé par stries sur la pente de ladite gélose. Les tubes ont été mis a I'incubation
dans un bain-marie de type bioblock scientific polystat 86602. La croissance des colonies sur la pente de la
gélose a été observée et analysée aprés 72 h d’incubation a la température testée. Toutes les expériences
ont été répétées deux fois.

2-2-2. Tests de résistance a |'éthanol

Les tests de résistance des souches a I'éthanol ont été adapté a la méthode de [18]. Les souches ont d’abord
été ensemencées dans 10 mL de bouillon YPD (10 g/L d’extrait de levure, 20 g/L de bactopeptone et 20 g/L
de D-glucose) pour une préculture. Aprés 24 h d'incubation d 30°C, 1 mL de cette préculture de densité
1,5D0400nm, a été utilisé pour ensemencer les tubes contenant les bouillons YPD préalablement supplémentés
d’éthanol & des taux respectifs de 0 %, 5 %, 10 % ou 15 % (v/v). Aprés incubation d 30 °C pendant 24 h, les
cellules survivantes ont été dénombrées par ensemencement sur gélose YPD (dilutions 10° @ 107) pendant
48-72 h @ 30 °C. Les expériences ont été répétées deux fois. Le taux de viabilité exprimé en pourcentage a
été calculé selon la Formule suivante :

Taux de viabilité = % X 10 (1)

NI : nombre de colonies obtenves sur la gélose YPD d partir dv bovillon YPD additionné d’éthano/
(5%, 10 % ouv 15 %) ; N2 : nombre de colonies obtenves sur la gélose YPD d partir dv bouillon YPD exempt
d’éthanol (0 %).

Youan charles TRA Bl et al.



Afrique SCIENCE 23(4) (2023) 101 - 117 105

2-2-3. Test de fermentation des hydrates de carbone

Les tests de fermentation des sucres ont été réalisés selon la méthode décrite par [19]. Les tests ont été
réalisés avec 11 sucres (Sigma-Aldrich, France) dont trois hexoses (D-glucose, D-galactose et D-fructose), sept
disaccharides (maltose, saccharose, lactose, tréhalose, mélibiose, cellobiose et mélézitose) et un trisaccharide
(raffinose). Les tests ont été réalisés avec 6 ml de bouillon d'extrait de levure (5 g/L) additionné de 1,5 ml de
chaque hydrate de carbone. Tous les hydrates de carbone ont été préparés a une concentration de 10 g/L (sauf
le raffinose qui était a 20 g/L) et stérilisés a travers un filtre de 0,22 um. Les tubes de Durham ont également
été placés dans le miliev pour piéger le dioxyde de carbone dégagé aprés fermentation du sucre. Les milieux ont
été inoculés avec 90 L de suspension de levure a 2 McFarland (environ 5 X 107 cellules par mL) et laissés a
température ambiante pendant 4 semaines. Des lectures ont été effectuées chaque semaine pour déterminer le
degré de fermentation des sucres par la quantification du niveau de gaz (C02) dégagé dans la cloche de Durham.

2-2-4. Fermentations av laboratoire et analyses chimiques

Un modt sucré de sorgho obtenu auprés d'une brasseuse de bigre de sorgho a Williamsville-Macaci
(Abidjan, sud de la Cdte d'lvoire) a é16 utilisé pour évaluer la capacité de production d'éthanol par les souches.
Pour ce faire, sur les 30 souches de Saccharomyces cerevisiae précédemment analysées, dix (10) par groupe
phylogénétique) ont été choisies pour inoculer le mo0t sucré de sorgho. Pour la conduite de la fermentation,
douze erlenmeyers de 200 mL contenant 90 mL de modt de sorgho sucré et stérilisé & 100 °C pendant 20
minutes, ont été préparés (dix pour les souches a tester, un pour la souche témoin et un pour le moGt non
fermenté, c’est-a-dire le blanc). Chaque échantillon a été inoculé a 10 % (v/v) avec une pré-culture cultivée
pendant 24 h d 30 °C dans du bouillon YPD (densité optique @ 600 nm = 1,5). Les fermentations se sont
déroulées pendant 10 h @ 35°C, dans une étuve & agitateur magnétique de type Shaking icubatorv
(BIOBASE Biodustry, Chine). Les erlenmeyers ont été bouchés avec du coton cadré afin d’éviter les
contaminations. A la fin de I'incubation, les échantillons ont été prélevés pour I'analyse du pH, de I'acidité
titrable, de la teneur en sucre total soluble, de la charge en levures et de I'éthanol, comme indiqué par [20].
L’expérience a été répétée deux fois de fagon indépendante.

2-2-5. Analyse statistique

Les tests statistiques ont été effectués avec le logiciel R 3.1.3. Les analyses de variance a un facteur (ANOVA)
et les tests de Tukey HSD (Honestly Significant Difference) ont permis de comparer les caractéristiques
physico-chimiques et microbiologiques des molts de sorgho fermentés obtenus avec les souches
sélectionnées. Les différences ont été considérées comme significatives pour des valeurs de P < 0,05. Une
Analyse en Composantes Principales (ACP) suivie d’une Classification Ascendante Hiérarchique (CAH), ont été
effectuées pour classifier les modts fermentés produits avec les souches sélectionnées. Pour la Classification
Ascendante Hiérarchique, le critére de Ward a été retenu avec 80 % d’homologie.

3. Résultats
3-1. Propriétés biotechnologiques des souches de Saccharomyces cerevisiae
3-1-1. Profils thermiques

La croissance des souches de 5. cerevisiae o des températures de 30, 35, 37, 40 et 44°C et les profils
thermiques déduits sont consignés dans le Tableav 2.
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Tableau 2 : Profils thermigues de souches de Saccharomyces cerevisiae isolées des hoissons

Profies 30°C 35°C 37°C 40°C 44°C  OroUpes Souches
thermiques génotypiques
I AbengR/P1I-5; PG1-4 ; PG1-10 ; Adz/R B2
" AR3-1; AR2-10 ; Binger PI/Vp9; Attgié
PIV/Vp2
PTi + + + +/- - I GR1-4; AR3-7 ; AR3-14 13
Iv BonVP/B7
v Abeng R PIV/Vp10
CLIB 154
I G6R2-3 ; AbengR/PI-3; PG1-1;
Il PA2-4
PTii " n n n 1] Attgié P111/Vp8 ; Bon Vp/A8 ; Bon Vp/A4 4
v AR1-7; PA2-7
v Abl/2-6 ;TPA2/2-8 ; TLM/2-1 ; AblI/2-2 ;
TLM/1-10
PTiii +/- v YOPI/2-2 1
. v Attgié PII1/Vp9
PTiv + + + v YOPI/1-1 2

Selon leur croissance ou non aux températures indiquées, quatre profils thermiques (PTi a PTiv) ont été
déduits. La différence entre les souches sélectionnées réside au niveau de leur croissance aux températures
de 40°C et 44°C. Ainsi, 13 souches, soit 43,3 % des souches sélectionnées ont poussé faiblement @ la
température de 40°C mais pas d 44°C. A ces souches, a été attribué le profil thermique PTi. Les souches de
profil PTii ont été celles qui ont poussé normalement @ la température de 40°C, mais pas  44°C. Pour ce
profil thermique, 14 souches représentant 46,6 % des souches sélectionnées ont été détectées. Les souches
de ces deux profils thermiques ont été observées dans chaque groupe phylogénétique. Parmi les souches de
S. cerevisiae sélectionnées, trois ont poussé aux températures de 40°C et 44°C. Ces souches ont été réparties
entre deux profils thermiques : PTiii et PTiv. Le profil PTiii est représenté par la souche YOPI/2-2 qui a poussé
normalement & la température de 40°C et faiblement & 44°C. Cette souche est du groupe phylogénétique V
et provenait de la biére de sorgho. Le profil PTiv est représenté par les souches Attgié PIII/Vp9 du groupe
phylogénétique 1V et YOPI/1-1 du groupe phylogénique V. Ce profil est de type thermophile et les souches
poussaient normalement & 40°C et & 44°C.

3-1-2. Profils fermentaires

Les résultats de la capacité de fermentaire des souches de S. cerevisioe sélectionnées sont présentés dans le
tableau 3. L'analyse du tableau a révelé I'existence de 13 profils fermentaires dont un typique (PFi) et 12
atypiques. Aucune des souches analysées n’a fermenté le mélibiose, le lactose, le cellobiose et le mélézitose.
Les souches de profil typique comprenant deux souches du groupe 111 (AR3-14 et Attgié PIll/Vp8) et deux du
groupe V (Abll/2-2 et TLM1/1-10) ont fermenté le glucose, le galactose, le fructose, le saccharose, le maltose,
le Tréhalose et le raffinose.
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Tableau 3 : Profiles fermentaires des souches de Saccharomyces cerevisiae isolées des boissons

1t’rofiles . Souc’hes et groupes o Gal Fru Mal Sac Tré Raf Profile
ermentaires génotypiques frequency (%)
AR3-14 (1l1);
Attgié P1I1/Vp8(I1l) ;
PFi Abll/2-2 (V); + + + + + + + 16.13
TLM/1-10
(V); CLIB 154
PFi GRZ'?,(I'\);_‘;'(‘&')'(”)" + + + + P 09.68
Binger PI/Vp9 (11} ;
Attgié PIV/Vp2 (Il) ;
PF iii BonVp/A4 (I1); + + + + + + 16.13
BonVp /A8 (I1I) ;
YOPI/1-1(V)
AbengR/PI-3 (1),
. PGI-4(1);
PFiv Migié PIII/\$39 ) + + + + + 12.90
PGI-1 (1)
PFv YOPI/2-2 (V) + + + + + 03.23
PF vi AR2-10 (I1) + + + + - 03.23
PF vii ART-7(IV) + + - + + . 03.23
PF viii BonVP/B7 (IV) + + + + + 03.23
. PA2-4(ll);
PFix AbengR/PI(V-)lU v T * * 06.45
AbengR/PI1-5 (I
PF x o) 0?”,/ AR3_7( ()m) + + + + + 09.68
GRI-4 (1) ;
PF xi TLM2-1(V) ; + + + + + 09.68
TPA/2-8 (V)
PF xii Abl /2-6 (V) + - + + + - 03.23
PF xiii Adz/R-B2 (1) + + + + 03.23
Fréquence de la
fermentation du sucre 100 66,66 93,33 80 93,33 30 43,33

(%)

Le spectre de sucres fermentescibles par les souches de profil atypigue variait de six (profil PFii et PFifi) d
trois (profil PFix). Les souches de profil atypique PFii ont présenté un profil fermentaire semblable a celui des
souches de profi | typique, excepié le raffinose qu elles n'ont pas fermenté.

Trois des souches sélectionnées ont présenté ce profil fermentaire. Il s’agissait : des souches GR2-3 du groupe
phylogénétique I; AR3-1 du groupe phylogénétique Il et PA2-7 du groupe phylogénétique IV. De méme, les souches
de profil atypique PFiii (cing souches, soit 16,66 % des souches sélectionnées) ont présenté un profil fermentaire
semblable a celui des souches de profil typique, excepté le tréhalose qu’elles n’ont pas fermenté. Les souches
GR1-9 du groupe phylogénétique I, PA2-4 du groupe phylogénétique Il et AbengR/PIV-10 du groupe
phylogénétique V ont été de profil PFix. Elles ont présenté le plus faible spectre de sucres fermentescibles.
Ces souches de S. cerevisiae n’ont fermenté que le glucose, le fructose et le saccharose. Le fructose, le maltose
et le saccharose, principaux sucres d’intérét biotechnologique (enologie, panification, brasserie et production
industrielle d’alcool) ont été fermentés respectivement par 93,33 %, 80 % et 93,33 % des souches de
S. cerevisiae sélectionnées.
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3-1-3. Tolerance a I'éthanol

L'évolution de la viabilité des souches de Saccharomyces cerevisiae soumises i trois niveaux d'éthanol
(5 %, 10 % et 15 %) pendant 24 heures de culture a permis d'observer leur comportement vis-i-vis de
'inhibiteur qu’est I’ éthanol (Figure 1),
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Figure 1 : Viabilité des souches de Saccharomyces cerevisiae isolées d différents taux d'‘éthanol
(5%, 10 %et15%)

Leffet inhibiteur de I'éthanol a été plus drastique @ 15 % qu'a 10 et 5 %. A 5 % d'éthanol, la viabilité des
souches de 5. cerevisiae sélectionnées variait de 0 % (Abl/2-6) & 73,91 % (BingerPI/Vp9). A cette concentration
d'éthanol, le taux de viabilité cellulaire était supérieur d 20 % pour 14 des 30 souches sélectionnées. Les
meilleurs taux de viabilité ont été observés pour les souches PGI-4, PG1-10 et GR2-3 du groupe
phylogéniquel ; pour les souches BingerP1/Vp9 du groupe phylogénique I ; BonVp/A4 du groupe phylogénique
[11'; AttgiéPIll/Vp9 du groupe phylogénique IV et TLM/-2-1 du groupe phylogénique V. En présence de 10 %
d'éthanol, seules deux souches, TLM/-2-1 du groupe phylogénétique V et BonVp/A4 du groupe phylogénétique
[11, ont montré un taux supérieur a 20 %. Ces mémes souches ont montré les meilleurs taux de viabilité en
présence de 15 % d'éthanol.

3-2. Capacité de production de I'éthanol & partir du modt de sorgho sucré par les souches de
Saccharomyces cerevisiae sélectionnées

3-2-1. Capacité de croissance des souches de Saccharomyces cerevisiae
Les charges en levures des moGts fermentés avec les souches de S. cerevisiae sélectionnées (dix (10) / deux

(2) par groupe phylogénétique) sont indiquées dans le Tableav 4.
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Tableau 4 : Composition chimique et microbienne dv modt de sorgho fermenté avec les souches de
Saccharomyces cerevisiae testées

Groupes

Acidité titrable

Sucres

Charges en levures

. . Souches pH totaux solubles
génotypiques (%) °Brix) (UFC/mL)
Mot non 3,53+ 0,32° 0,7240,04° 12,5+0° 0"
fermenté
| PG1-10 3,25 £ 0,03 095+ 0 10+ 0,25 8,31 0,23x10™
GR2-3 327 £0,17° 1,05 £ 0,03 9,75+ 0,29" 1,2+ 0,03x10%
I Attgié PIV/Vp2 3,65+ 0,03 0,84 + 0,04 10+0,11° 3,2 % 0,05x10*
Binger P1/Vp9 3,25 £ 0,03 0,86 + 0,04 100,13 4,2 +0,05x10*
" BonVp/A4 3,56 £ 0,39 0,87 +0,02° 10+ 0,03 1,1 £0,04x10%
Modt fermenté AR3-14 319+02° 0,74 £ 0,02° 10+ 0,02° 49+ 0,02x10"
v Attgié P11/ Vp9 3,55+ 041° 08101 10 +0,05° 1,19+ 0,01x10%
BonVp/B7 337017 0,95 % 0,03 9,95+ 0,29" 2,2+ 0,03x10*
v YOPI /1-1 3,68 = 0,05 0,95 + 0 7,25 + 0,24 1,9 £ 0,24x10%
TLM/2-1 3,19 £0,03 0,92 £ 0,02 7602 1,2+ 0,1x10%
SR CLIB 154 3,72 + 0,58° 0,84 +0,03 10+0° 49 +0,08x10*

Les charges en levures différentes d'un modt fermenté d I'autre (P < 0,05) montrent que les différentes
souches de S. cerevisiae utilisées n'ont pas montré la m&me capacité de croissance dans le modt de sorgho.
Les meilleures croissances de levures ont été observées dans les moGts fermentés avec S. cerevisiae TLM/2-1 et
YOPI /1-1 tolerantes d la plage de temperature de 30°C & 40°C et résitsantes aux taux d’ethanol de 5 %
(groupe phylogénétique V) et S. cerevisiae BonVp/A4 isolée du vin de palme tolerantes a la plage de
temperature de 30°C d 40°C et résitsantes aux taux d’ethanol de 15% (groupe phylogénétique IlI),
independement des profils fermentaires. Les charges en levures de ces moGts fermentés étaient
respectivement de 1,29 + 0,1x109 CFU/mL, 7,90 0,24 x 108 CFU/mL et 6,10 & 0,04 x 108 CFU/mL. La charge
en levures du modt fermenté avec S. cerevisiae YOPI /1-1 isolée du chapalo ne différe pas significativement de
celle du modt fermenté avec S. cerevisiae BonVp/A4 isolée du vin de palme. Ces deux souches d'origine écologique
et de groupe phylogénétique différents ont donc lo méme capacité de croissance dans le moGt de sorgho. La
croissance la plus faible a été observée avec la souche AR3-14 tolerantes d la plage de temperature de 30°C &
40°C et résitsantes au taux d’ethanol de 15%. La charge en levures dans ce modt est de 4,96 & 0,2x107 UF(/mL.

3-2-2. Composition chimique dv modt de sorgho fermenté
J-2-2-1. Potentiel hydrogéne et acidité titrable

Le moGt de sorgho non fermenté avait un pH de 3,53. Les produits de la fermentation du mo@t avec les
différentes souches avaient un pH relativement similaire, mais avec des teneurs en acidité titrable variables
(Tableav 4). Le pH était de 3,72 pour le modt fermenté avec CLIB 154 et variait de 3,19 a 3,68 pour ceux
fermentés avec les souches sélectionnées de Saccharomyces cerevisiae. Les légéres variations de pH
observées entre les modts fermentés et le modt sucré ne sont pas significatives au sevil de 5 %. Par contre,
les niveaux moyens d'acidité titrable sont différents entre les modts fermentés. Ces différences sont
significatives au seuil de 5 %. Les moiits fermentés avec les souches GR2-3 et Bon Vp/B7 ont I'acidité titrable
la plus élevée (1,05 £ 0,03 % et 0,95 £ 0,03 %) et celui produit avec la souche AR2-14 la plus faible
(0,74 = 0,02 %). Ces résultats montrent clairement que chacune des souches de S. cerevisiae testées
augmente |'acidité titrable du mo@it sucré dans les 24 heures suivant la fermentation independement de leurs
proprietés biotechnologiques testéées. Cette augmentation de I'acidité titrable n'a pas eu d'effet significatif
sur la variation du pH du mot de sorgho.
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F-2-2-2. Teneur en sucres

La teneur en sucres solubles du modt sucré était de 12,5° Brix et de 10° Brix pour le modt fermenté avec la
souche CLIB 154 (tableau 4). Cette teneur varie entre 10 et 7,25° Brix dans les moiits fermentés aprés 24 h
par les différentes souches de S. cerevisiae. Les molts fermentés avec les souches tolerantes la plage de
temperature de 30°C & 40°C et résitsantes aux taux d’ethanol de 5 %, avaient les teneurs en sucre les plus
élevées (entre 9,5 et 10° Brix) par rapport aux modits fermentés avec les deux souches tolerantes la plage de
temperature de 30°C & 45°C et résitsantes aux taux d’ethanol de 5% et 15% (7,25° Brix pour YOPI/1-1 et
7,6° Brix pour TLM/2-1). L'analyse statistique a montré que la teneur en sucre du modt fermenté par chacune
des souches tolerantes la plage de temperature de 30°C & 40°C et résitsantes aux taux d’ethanol de 5 %, ne
differe pas significativement au sevil de 5 % de celle du mo@t non fermenté. En 24 heures de fermentation,
ces levures ont donc consommé de petites quantités équivalentes de sucre, correspondant @ une diminution
de la valeur Brix de 2,5 & 2,75. Par contre, les quantités de sucre résiduel de 7,25° Brix du modt fermenté par
la souche de 5. cerevisiae YOPI/1-1 et de 7,6° Brix de celui fermenté par la souche de S. cerevisiae TLM/2-1
tolerantes la plage de temperature de 30°C & 45°C et résitsantes aux taux d’ethanol de 5 % et 15 % sont
significativement différentes et inférieures da celles du moGt non fermenté.

J-2-2-3. Teneur en alcool

Une vue d'ensemble de la production d'éthanol par les differents groupes phylogenetique de S. cerevisiae a
montré que le processus de fermentation alcoolique a été plus efficace dans les modts fermentés avec les
souches du groupe phylogénétique V tolerantes & la plage de temperature de 30°C & 45°C et résitsantes aux
taux d’ethanol de 5 % et 15 %, que dans les moGts fermentés avec les autres souches testées (Figure 2).
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Figure 2 : Teneur en éthanol des boissons produites par différentes souches sélectionnées de
Saccharomyces cerevis

En effet, la teneur en éthanol observée dans les molts fermentés avec les souches des groupes
phylogénétiques I, I1, 11l et IV tolerantes d la plage de temperature de 30°C & 40°C et résitsantes aux taux
d’ethanol de 5 %, a varié entre 0,78 % (moGt fermenté avec GR2-3) et 1,27 % (modt fermenté avec BonVP/A4).
Ces valeurs sont inférieures a celles observées dans les modts fermentés avec YOPI/1-1 (3,25 %) et TLM/2-1
(2,75 %), tolerantes d la plage de temperature de 30°C d 45°C et résitsantes aux taux d’ethanol de 5 % et
15 %, independement des profils fermentaires.
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J-2-2-4. Analyse en composantes principales de lo teneur en alcool des boissons produites

L'analyse en composante principale (ACP) et la classification hiérarchique ascendante (CHA) des modts
fermentés produits selon leurs caractéristiques a permis de les classifier en trois groupes : les modts
fermentés de type 1, de type 2 et de type 3 (Figure 3). Les moits fermentés de type 1 produits avec les
souches tolerantes @ la plage de temperature de 30°C & 45°C et résitsantes aux taux d’ethanol de 5 % et
15 %, ont présenté un taux élevé d’acidité titrable, une teneur en éthanol relativement plus forte avec
une teneur en sucres solubles plus faible. Par contre, les moQts fermentés de types 2 produits avec les
souches de vin de palmier a huile et résitsantes aux taux d’ethanol de 5 % et 10 %), et la souche témoin
CLIB154 ont été caractérisés par un pH relativement élevé, une teneur en sucres solubles plus forte et
une plus faible teneur en éthanol. Quant aux modts fermentés de types 3, ils ont été produits avec les
souches des vins de palmier & huile et raphia tolerantes d la plage de temperature de 30°C a 40°C et
résitsantes aux taux d’ethanol de 5 % et 10 %, et aussi indépendamment des profils fermentaires. Ces
modts fermentés ont été caractérisés par un pH et une teneur en éthanol relativement plus faibles. Les
différents types de modts fermentés produits attestent la diversité génotypique et phénotypique des souches
utilisées pour la fermentation des mo{ts.
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Figure 3 : Dendrogramme des modts fermentés produits

4. Discussion

L’éthanol destiné aux boissons et aux carburants contribue de maniére significative d la durabilité
économique et énergétique de nombreux pays. Au cours des processus de fermentation industrielle, les
cellules de levure utilisées dans leur production, sont soumises a plusieurs facteurs de stress physiques,
chimiques et biologiques qui peuvent nuire au rendement en éthanol et & I'efficacité globale de la production.
La recherche et la sélection des souches naturelles disposant de moyens pour faire face d ces stress s’avérent
importantes pour optimiser la viabilité des cellules, lo productivité et le rendement en éthanol. La présente
étude s’inscrit dans cette optique avec la recherche de souches naturelles de Saccharomyces cerevisiae issues
du patrimoine lvoirien capables de suvivre a des temperatures elevées, de tolerer des teneurs élévées
d’éthanol, de fermenter plusieurs hydrates de carbone pour une eventuelle utilisation dans la production de
biocarburant. La température est I'un des facteurs environnementaux qui a la plus grande influence sur la
physiologie et 'activité des microorganismes [21]. Elle agit a la fois sur le taux de croissance, la vitesse de
production d’éthanol, la viabilité cellulaire, la composition et I'intégrité de la membrane plasmique [22, 23].
Par consequent, lo prédetermination et lo connaissance des températures de croissance de ces
microorganismes est alors nécessaire pour une éventuelle utlisation dans la production de bioéthanol.
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Dans la présente étude, les tests de croissance a differentes températures des souches de S. cerevisiae
sélectionnées ont révélé le niveau de sensibilité ou de tolérance de ces souches aux températures testées.
Les souches S. cerevisiae Attgié PIl1/Vp9 isolée du vin de palmier a huile et YOPI/1-1 de la biére de sorgho
ont présenté une croissance normale & 44°C. Ces souches de S, cerevisiaetolérant cette température, peuvent
étre utilisées dans les processus de fermentations nécessitant une température élevée. En effet, la
fermentation a haute température est non seulement applicable d la production de bioéthanol [23] et aussi
pour la fermentation de produits alimentaires et d’autres métabolites utiles [24]. Diverses levures
thermotolérantes ont dejd é1é isolées de différentes sources pour la production d'éthanol afin de réduire le
cot global. Cest ainsi que,[25] ont isolé des souches de 5. cerevisiae thermotolérantes d partir d'échantillons
d'eaux usées avec des températures de croissance optimales allant de 35 @ 40 °C, avec un rendement en
éthanol de 75 % de sa valeur théorique par rapport au glucose. [26] ont isolé des levures thermotolérantes
a partir d'échantillons de sol prélevés dans des plantations de canne & sucre, de manioc et d'ananas dans cing
provinces différentes de Thailande. Les levures ont été utilisées pour la production d'éthanol & partir
d'hydrolysat d'amidon de manioc d 45°C, avec la concentration maximale d'éthanol de 42,4 gl en 48 h, d une
productivité de 0,88 gl'h'et un rendement de 46 % par rapport au rendement théorique vis-a-vis de la
glycémie. De méme, [27] ont isolé Pichia kudriavzevii DMKU 3-ET15 de la saucisse de porc fermentée
traditionnelle, qui a produit une concentration d'éthanol de 4 % (p/v) avec une productivité de 1,27 gl'h'et
avec un rendement de 42 % par rapport au rendement théorique dans un miliev d'hydrolysat d'amidon de
manioc & pH 5,0 et d 45°C. Ces résultats sugérent que les souches thermotolérantes comme Attgié PIII/Vp9
et YOPI/1-1 isolées des boissons traditionnelles fermentées ivoiriennes peuvent étre utilisées pour produire
de I'éthanol & haute température. L'utilisation avec succds de ces souches thermotolérantes adaptées aux
zones climatiques chaudes de I'Afrique serait souhaitable et des réductions de colts énergétiques
significatives liées a ces procédés de refroidissement pourront &tre réalisées.

Parmi les nombreuses contraintes environnementales rencontrées par S. cerevisiae dans les applications
industrielles notamment dans la production de bioethanol, I'exposition a 'accumulation de concentration en
éthanol a probablement le plus d'impact négatif. Lorsque I'éthanol atteint des concentrations toxiques, il a de
multiples effets néfastes sur la cellule, entrainant une diminution du taux de croissance et de la viabilité. Ces
impacts conduisent d une baisse de productivité a des taux sous-optimaux de fermentation, a une production
d'éthanol inférieure et finalement @ une baisse de profits pour les industries concernées [28, 29]. La
compréhension des mécanismes de toxicité a I'éthanol est donc un enjeu majeur pour les industries de
bioéthanol mettant en ceuvre des levures fermentaires. Ainsi, la recherche des souches tolérantes a I’éthanol
parmi les 30 sélectionnées a montré que les levures dans leur ensemble ont été sensibles a 5, 10 et 15 %
d’éthanol. Cela s’est traduit par une diminution relative des taux de viabilité a ces concentrations d’éthanol
allant jusqu’a une viabilité nulle pour certaines souches, c'est-a-dire une inhibition de la croissance de toutes
les cellules mises en contact avec I'éthanol. L'effet de I'éthanol a été plus létal aux taux de 10 et 15 %.
Toutefois, deux souches TLM/1-1 et BonVp/4 ont pu acquérir la résistance a I'éthanol 15 % a un taux cellulaire
(viabilité) respectivement de 22% et 5,5 %. Des résultats similaires ont été rapportés par [30] chez les
souches de S. cerevisineisolées d'ikigage, une biére traditionnelle rwandaise d base de sorgho. Cette étude
a montré que les souches résistaient a I'éthanol 5 % mais étaient sensibles aux concentrations de 10 et
15 %. Contrairement d la présente étude, certaines souches isolées du toddy, vin extrait du cocotier
résistaient d des taux d’éthanol de 15 % avec une trés forte viabilité [5]. La sensibilité des souches de
S. cerevisioe d 5 % d’éthanol dans la présente étude peut étre liée a leur adaptation aux taux d’éthanol dans
les niches écologiques (vin de palmier raphia, vin de palmier a huile et biére de sorgho) d’ou elles ont été
isolées qui fluctue généralement autour de 3 a 4 %. Les souches de S. cerevisiae Bon Vp /A4 et TLM/2-1 qui
ont acquis une résistante aux taux de 15 % d’éthanol peuvent susciter un intérét biotechnologique particuliére
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dans la production de bioéthanol. Cependant, I'intérét biotechnologique de ces souches dans la production de
bioéthanol dépendra non seulement de leur résistance a I'éthanol mais aussi et surtout de leur capacité a
consommer les sucres utilisés pour produire le bioéthanol et @ résister aux différents stress technologiques.
En somme, I'étude et la maftrise de la tolérance a I'éthanol ont non seulement des intéréts fondamentaux
pour le monde scientifique mais également une importance économique. Cest un caractére de grande valeur
économique en particulier pour les brasseries et I'industrie des biocarburants [31], raison pour laquelle au
cours de ces derniéres années, les connaissances sur la tolérance de la levure d ce stress ont été trés bien
développée [6]. Une autre propriété technologique des souches évaluée pendant cette étude a été leur
capacité a fermenter les sucres retrouvés pour la plupart dans les cultures telles que la canne a sucre, la
betterave, le sorgho et certains fruits utilisées pour la production de bioéthanol. Les jus fermentescibles
directs obtenus a partir de ces cultures contiennent des sucres libres, en particulier du saccharose, du glucose
et du fructose, qui en font des matiéres premiéres plus rentables dans l'industrie de |'éthanol-carburant que
les matiéres féculentes ou lignocellulosiques [32, 33]. Comme expliqué ci-dessus, la capacité fermentaire des
30 souches sélectionnées a été effectuée avec ces sucres retrouvés pour la plupart dans ces cultures utilisées
pour la production de bioéthanol. Des 30 souches de . cerevisiae sélectionnées, d’une part, 28 soit 93,33 %
ont fermenté le fructose. Cette propriété fermentaire peut trouver son application dans la biotransformation
des fruits riches en fructose comme la datte (32 % de fructose), la figue (23 % de fructose) en bioethanol.
Toutefois, I'intérét de ces souches dans les industries de bioéthanol dépendra non seulement d leur capacité
de consommation du fructose mais aussi et surtout de leur résistance a I'éthanol. D’autre part, 24 souches,
soit 80 % ont fermenté le maltose. Ce sont donc de potentielles levures de brasserie. En effet, la capacité
fermentaire du maltose est I'une des propriétés biotechnologiques indispensables des levures de brasserie.
En brasserie, le maltose représente 60 a 65 % des sucres fermentescibles du modt obtenu a partir du malt
d’orge [34]. La fermentation rapide et compléte d’une concentration aussi élevée de maltose est souhaitée et
constitue un probléme technologique majeur en brasserie.

Pour résoudre ce probleme, des levures qui expriment le géne de la perméase du maltose sont ciblées
[34, 35]. Ces levures de telle potentialité peuvent &tre détectées dans la nature et éventuellement dans les
boissons traditionnelles fermentées du patrimoine ivoirien contenant une diversité génotypique de souches
naturelles de S. cerevisiae. Parmi les souches testées, PA2-4, AbengR/PlI-5, PG1-10, AR3-7 et Bon VP/B7 qui
n'ont pas fermenté le maltose donc non applicable en brasserie ont fermenté le fructose et le saccharose. Ce
sont donc de potentielles levures @nologiques ou de production d’alcool. En effet, le saccharose est la
principale source de carbone utilisée par les levures pour la production de carburant éthanolique et la plupart
des boissons alcooliques distillées. Plus de la moitié de la production mondiale d'éthanol repose sur la
fermentation efficace de bouillons riches en saccharose tels que le jus de canne & sucre et la mélasse. Ces
matiéres premiéres sont également utilisées pour la production de levure de boulanger et pour la production
de plusieurs boissons alcoolisées distillées [36, 37]. Il est généralement admis que 5. cerevisiae abritent une
invertase extracellulaire (B-D-fructosidase), qui hydrolyse le saccharose en glucose et en fructose, qui sont
transportés dans la cellule par des transporteurs d'hexose et métabolisés par glycolyse. Cette enzyme a été
un paradigme pour I'étude de la synthése des protéines et de la régulation de I'expression des génes.
L'invertase est codée par un ou plusieurs génes SUC (SUCT & SUC5 et SUCT), SUC2 étant le loci le plus courant
trouvé dans presque toutes les souches de 5. cerevisiae, y compris dans d'autres espéces de levures
étroitement apparentées [38, 39]. Il est possible de trouver dans les boissons traditionnelles fermentées de
la Cdte d’Ivoire de telles souches capables de révolutionner I'industrie de fermentation du saccharose. A
I'exception de YOPI/2-2 et AR2-10, toutes les souches de S. cerevisiae sélectionnées pour I'analyse du profil
fermentaire ont assimilé le saccharose. Une analyse approfondie de la capacité d’assimilation du saccharose
par les levures isolées des trois boissons traditionnelles est indispensable pour une possible application
industrielle. Des tests de fermentations pilotes du moGt sucré de sorgho ont été effectués au laboratoire dans
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le but d’examiner la capacité de production d’éthanol @ partir d’un substrat local par les souches de
S. cerevisige selectionnnées dans un systeme batch sans recyclage cellulaire. Cette étude a révélé que la
densité cellulaire des souches de S. cerevisiae selectionnnées dans le moGt fermenté se situait dans la ggmme
de 4,9 0,02 x 10 (AR3-14) & 1,9 £ 0,24 x 109 (YOPI /1-1) UFC/mL, apres 24 h de fermentation & 30°C. La
souche YOPI /1-1 (1,9 % 0,24 x 109) UFC/ML, tolerantes @ la plage de température de 30°C d 44°C et
résitsantes au taux d’éthanol de 5%, a également produit la plus forte tenerur en éthanol (3,25 = 0,11 %)
dans les boissons. Il ressort de cette étude que I'augmentation de la densité cellulaire entraine une
augmentation de la production d’éthanol. Ceci confirme I'importance de la détermination de la densité
cellulaire de la levure pour surveiller la production d'éthanol pendant les processus de fermentation comme
I'ont signifié [40]. Des études antérieures ont démontré que des concentrations cellulaires initiales plus
élevées amélioraient la vitesse et I'efficacité de la fermentation pour la production d'éthanol d partir du jus
de sorgho sucré @ I'aide de 5. cerevisioe KKU-YN8 [41]. La consommation des sucres représentée par la
différence entre I'ESR avant et aprés la fermentation, a été plus importante chez les souches YOPI /1-1 et
TLM/2- tolerantes i la plage de temperature de 30°C & 44°C et résitsantes au taux d'éthanol de 5 % et 15 %.
La forte consommation de sucres chez ces souches a été corrélée a une forte densité cellulaire et d une
production élévée d’éthanol dans les moGts fermentés. En effet, les sucres sont utilisés par les levures comme
sources de carbone et d’énergie pour produire principalement de I'éthanol et du Co, [42]. Cette observation
selon laquelle la forte consommation de sucres augmente, également la densité cellulaire et la production
d’éthanol, ne corrobore pas avec les faibles taux d’éthanol enregistrés dans les modts fermentés par
S. cerevisige GR2-3 et BonVp/B7. La forte consommation de sucre corrélée a une forte densité cellulaire et a
une production élévée d’éthanol dans les modtsfermentés par les souches YOPI /1-1 et TLM/2- tolerantes d la
plage de temperature de 30°C @ 44°C et résitsantes au taux d’éthanol de 5 % et 15 %, serait liée @
I'équipement enzymatique, notamment les glucosidases qui contribueraient a I'efficacité de consommation du
maltose qui constitue la principale source de sucres fermentescibles dans le mo0t de sorgho. La productivité
moyenne obtenu par chaque souche lors du test de fermentation du modt sucré de sorgho & 35° C, pendant
de 24 h renseigne que la plage de productivité de I'éthanol par les souches thermotolerantes (= 40 °(), était
de 0,78 £ 0,09 (GR2-3) & 3,25 & 0,11 % (YOP 1/ 1-1) tandis que celle des souches mesophiles (30 a 37°C)
était de 0,92 0,03 (PG1-10) a 1,27 £ 0,16 % (BonVp/A4), montrant ainsi une supériorité globale de la
productivité de I'éthanol. La plus forte teneur en éthanol 3,25 £ 0,11 % a été produite par la souche
thermotolerantes YOP |/ 1-1 aprés 24 d de fermentation d 30°C. Contrairement aux souches
thermotolerantes, les souches tolerantes aux stress ethanolique n’ont pas eu d’effet sur la production
d’ethanol dans cette étude.

4. Conclusion

Cette étude a montré que les souches de Saccharomyces cerevisiae isolées des boissons traditionnelles
fermentées produites en (dte d'lvoire possédent des propriétés biotechnologiques prometteuses pour &tre
utilisées dans la production de bioéthanol. Leurs activités fermentaires, leur tolérance @ I'alcool, leur capacité
d fermenter les différents types de sucre, ainsi que leur viabilité et leur stabilité génétique, en font de hons
candidats pour des applications industrielles. Cependant, des études plus approfondies sont nécessaires pour
résoudre les limitations observées et optimiser ces souches afin d'augmenter leur productivité et leur
efficacité dans la production de bioéthanol.
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