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Titre : Utilisation d’une levure non- boulangére pour la préparation des
produits de boulangers légérement sucrées.

Abrégé :
La présente invention concerne 1’utilisation d’une levure non conventionnelle appartenant a
I’espece Pichia kudriavzevii pour préparer la pate de boulangerie légerement sucrée.

L’invention porte aussi sur la tolérance aux conditions de stress par la dite souche.
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Titre : Utilisation d’une levure non- boulangére pour la préparation des
produits de boulangers légérement sucrées.

Description

Domaine technique

La présente invention se rapporte au domaine de la panification, et concerne plus
particuliérement l'utilisation d’une levure non- boulangere Pichia kudriavzevii pour la
préparation de la pate de boulangerie 1égérement sucrée.

Description de I’état de I’art antérieur

Le document WO 2012/110711 divulgue des souches de Saccharomyces cerevisiae obtenues
par procédé d'hybridation ou de mutation aptes a la production de levures de panification osmo-
tolérantes et présentant une résistance intrins€éque aux acides organiques faibles.

Le document WO 96/38538 décrit des levures de boulangerie issues de souches de
Saccharomyces cerevisiae améliorées présentant une osmo-tolérance importante en ce qu’elles
produisent des dégagements gazeux intéressants dans des pates boulangéres contenant de fortes
concentrations de sucre.

De méme, les documents FR 7739149, EP 0 008 554 et US 4.396.632 correspondent a des
aspects différents de 1'exploitation d'un procédé reproductible d'obtention par hybridation de
nouvelles souches a large spectre.

Le point commun désavantageux de ces techniques de l'art antérieur est que les levures de
boulangerie sont obtenues par voie génétique, trait que le consommateur d'aujourd'hui évite. 1l
existe dans la nature des souches de levures autre que Saccharomyces cerevisiae adaptées a
la panification, par exemple le document WO 2013/156703 a proposé 1’utilisation de levures
non conventionnelles de  Kluyveromyces marxianus et Kluyveromyces lactis pour la
panification de produits de boulangerie ayant des notes aromatiques particuliéres.

La présente invention vise donc a exploiter une souche de levure non conventionnelle ayant une
activité de fermentation comparable a celle de la levure de boulangerie tout en étant résistante

a certaines conditions de stress.

Exposé de I’invention
Les produits de panification sont fortement importants dans notre société due a leur valeur
culturelle et économique. La préparation de tels produits repose principalement sur I’ajout des

agents de fermentation sous forme seche, pressée ou liquide. S. cerevisiae, ou couramment
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appelée levure de boulangerie, demeure lalevure la plus domestiquée qui monopolise l'industrie
de la boulangerie. Les principales fonctions de la levure de boulangerie dans le processus de
panification sont (1) augmenter le volume de pate par l'évolution du dioxyde de carbone lors de
la fermentation des sucres simples, (ii) développer la structure et la texture de la pate par I'effet
d'étirement de 1'expansion due a la production de gaz, et (iii) ajouter une saveur distinctive.
Bien qu’il existe des levures de boulangerie adaptées aux différents types de pates : non sucrées,
légerement ou fortement sucrées. Les levuriers sont encore a la recherche de nouvelles souches
de levures plus performantes notamment en termes de forces fermentatives et de résistance aux
conditions de stress.
Dans ce cadre, notre invention repose sur |’utilisation de Pichia kudriavzevii comme seul agent
de fermentation pour la préparation de la pate de boulangerie 1égeérement sucrée, ainsi elle porte
sur la résistance de la dite souche a certains conditions de stress.
Description des dessins
La Figure 1 représente 1’effet de NaCl (2%, 4% et 6%) sur la croissance de Pichia kudriavzevii
et la levure de boulangerie.
La Figure 2 représente 1’effet de saccharose (20%, 30%, 40% 50 % et 60 %) sur la croissance
de Pichia kudriavzevii et la levure de boulangerie.
La Figure 3 représente 1’effet de la haute température (35, 37, 42 et 45 ° C) sur la croissance
de Pichia .kudriavzevii et lalevure de boulangerie.
La Figure 4 représente I’expansion du volume de la pate de boulangerie 1égérement sucrée en
fonction du temps.
Description détaillée de I’invention
La présente invention porte sur la souche de levure Pichia kudriavzevii, déposée le aupres des
Collections Coordonnées Marocaines de Micro-organismes CCMM sous le numéro
CCMMPS5, qui présente une tolérance aux conditions de stress se traduisant par une :

e Résistance a des concentrations élevées en chlorure de sodium (NaCl) arrivant a 6 %.

e Résistance a des concentrations €levées en saccharose arrivant a 60 %.

e Résistance a des températures élevées arrivant a 45 °C.
Un autre volet de I’invention concerne 1’utilisation de la levure Pichia kudriavzevii pour la
préparation de pate de boulangerie Iégerement sucrée ayant un volume spécifique supérieur a
3 cm?/g.
La souche Pichia kudriavzevii, objet de cette invention a été isolée a partir des échantillons de
levains naturels collectés de différentes localités de la région de Fes, Maroc, en février 2017.

Les cellules de ladite souche ont été isolées sur la gélose extrait de levure peptone glucose
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(YEPG) (10 g/l d’extrait de levure, 20 g/l de peptone, 20 g/l de glucose, 15 g/l of agar)

supplémentée de chloramphénicol (100 pg/ml) en utilisant la méthode de dilution en série.

Tolérance aux conditions de stress

Ce test a pour but d’évaluer la viabilité¢ de Pichia kudriavzevii dans des conditions de stress
telles que le sel, le sucre et la température. Il est nécessaire de vérifier la capacité de la levure
destinée a la boulangerie a survivre a ces conditions car elles imitent le stress osmotique et
thermique auquel la levure est confrontée durant la préparation et la cuisson des produits

boulangers.

Pour ce faire, la souche Pichia kudriavzevii a été cultivé pendant 12 h dans 15 ml de YEPG
liquide a 30 °C avec une agitation de 150 tr / min. Les cellules ont été récoltées par
centrifugation, lavées avec de I'eau distillée stérile et ajustées a une densité cellulaire d’OD 600
nm 0,5. Des dilutions successives ont été effectuées et 0,1 ml de la dilution appropriée a été
étalé soit sur YEPG agar additionné de NaCl (2%, 4% et 6%) pour tester la tolérance vis-a-vis
le sel ou sur YEPG agar contenant le sucrose a différentes concentrations (20%, 30%, 40% 50
% et 60 %) au lieu du glucose. Pour le paramétre de la température, les cellules ont été cultivées

sur gélose YEPG et incubées pendant 48 h a 35,37, 42 et 45° C.

Les résultats illustrés dans la figure 1 ont montré que la souche Pichia kudriavzevii a été capable
de croitre en présence des concentrations €levées en NaCl arrivant a 6 %, alors que la croissance
de la levure de boulangerie a été totalement inhibée a cette concentration.

En outre, les résultats de la figure 2 ont montré que les deux souches testées ont répondu
différemment a I'augmentation des concentrations de saccharose. La souche Pichia kudriavzevii
a présenté une meilleure tolérance par rapport a la levure de boulangerie avec un optimum de
croissance a 40 %.

Enfin pour I’effet de la haute température, les résultats de la figure 3 ont montré que les deux
souches ont pu se développer a 35, 37et 42 °C, mais seulement Pichia kudriavzevii a pu en

résister a 45°C.

Pouvoir levain

Pour réaliser ce test, la souche Pichia kudriavzevii a été tout d’abord cultivée pendant une nuit
dans 100 ml de bouillon YEPG (10 g/l d’extrait de levure, 20 g/l de peptone, 20 g/l de glucose)
a30° C sous agitation a 150 tr/ min. Les cellules de la levure ont été récoltées par centrifugation

a 10 000 tr / min pendant 15 min, lavées deux fois avec de I'eau distillée stérile, puis filtrées
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afin d'obtenir un gateau de levure. Ensuite, les ingrédients suivants ont été mélangés
manuellement pendant 15 min dans un récipient stérile : 100g de farine, 1.5 g de sel, 2 g de
saccharose, 2g de levure et 67 ml d’eau distille stérile. Le mélange obtenu a été divisé en deux
échantillons de 50 g et chacun a été transféré dans un cylindre gradué.

La fermentation a été laissée pendant 120 min a 30 ° C et le volume de la pate a été mesuré
toutes les 30 min. Le volume spécifique de pate a été exprimé comme la différence entre le
volume de pate a la fin et au début de la fermentation par g de pate. Pate sans levure et pate
inoculée avec une levure de boulangerie pure ont été utilis€ comme témoins.

La figure 4 représente les résultats de I’expansion de la pate légérement sucrée en cm’/g. La
souche Pichia kudriavzevii a montré une bonne capacité de levage, méme supérieure a celle de
la levure de boulangerie pure dans la premiére demi-heure de fermentation.

Pichia kudriavzevii est maltose négative, mais elle consomme par ailleurs tres bien les sucres
simples disponibles dans la farine. Apreés une heure de fermentation a 30°C, les profils de
gonflement des pates ont ét¢ changés avec une augmentation légere du volume de la pate
préparé avec la levure de boulangerie, alors que celle préparé avec Pichia kudriavzevii a gardé
le méme volume d’expansion.

Le volume spécifique maximal pour la levure Pichia kudriavzevii était de I’ordre de 3,7 cm®/g.

Application industrielle
Selon l'invention la souche Pichia. kudriavzevii peut étre utilisée dans le domaine de la

panification pour la préparation des produits de boulangers légerement sucrées.

Documents cités
e WO02012/110711
e WO 96/38538
e FR 7739149
e EP 0008554
e US 4.396.632
e WO02013/156703
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Séquence de la souche

Code de la souche : YSE 2

Identification moléculaire : Pichia kudriavzevii
Accession : LC389012

Amorce ITS 4

AGGCTGCTCTACCTGATTTGAGGTCGAGCTTTTTGTTGTCTCGCAACACTCGCTCTCGGCCGCCAAGC
GTCCCTGAAAAAAAGTCTAGTTCGCTCGGCCAGCTTCGCTCCCTTTCAGGCGAGTCGCAGCTCCGAC
GCTCTTTACACGTCGTCCGCTCCGCTCCCCCAACTCTGCGCACGCGCAAGATGGAAACGACGCTCAAA
CAGGCATGCCCCCCGGAATGCCGAGGGGCGCAATGTGCGTTCAAGAACTCGATGATTCACGATGGC
TGCAATTCACACTAGGTATCGCATTTCGCTGCGCTCTTCATCGATGCGAGAACCAAGAGATCCGTTGT
TGAAAGTTTTGTTTGTTTTTCGTAGATTTCTCTTGTCGACTATATGCTATATTCCACATTTTAGGTGTTT
TTGTTTTCGTTCCGGTCACGCAATGGAGTACTAAATCACAGTAATGATCCTTCCGCAGGTTCACCTAC
GGAAACCTTGTTACGACTTTTACTTCCCAAAGGGGAAAAAAAA
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Revendications modifiées

Souche de levure Pichia kudriavzevii, déposée aupres des Collections Coordonnées
Marocaines de Micro-organismes CCMM sous le numéro CCMMPS, caractérisée en ce
qu’elle possede un pouvoir de fermentation sur les pates de boulangerie 1égerement
sucrees.

Souche de levure Pichia kudriavzevii selon la revendication 1, caractérisée en ce qu’elle
présente une tolérance au sel apres sa croissance sur la gélose extrait de levure peptone
glucose (YEPG) contenant des concentrations élevées en NaCl arrivant a 6 %.

Souche de levure Pichia kudriavzevii selon la revendication 1, caractérisée en ce qu’elle
présente une tolérance au sucre apres sa croissance sur la gélose extrait de levure
peptone glucose (YEPG) contenant des concentrations élevées en saccharose arrivant a
60 %.

Souche de levure Pichia kudriavzevii selon la revendication 1, caractérisée en ce qu’elle
présente une tolérance aux hautes températures apres sa croissance sur la gélose extrait
de levure peptone glucose (YEPG) a des températures €levées arrivant a 45 °C.
Préparation de pate de boulangerie 1égérement sucrée caractérisé par 1’utilisation de la
levure Pichia kudriavzevii selon ’'une des revendications précédentes.

Pate boulangere obtenue selon I’'une des revendications précédentes, caractérisée en ce

qu’elle présente un volume spécifique supérieure a 3 cm?/g.
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Dessins
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Figure 1. Représentation de I’effet de NaCl (2%, 4% et 6%) sur la croissance de Pichi

kudriavzevii et lalevure de boulangerie.
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Figure 2. Représentation de 1’effet de saccharose (20%, 30%, 40% 50 % et 60 %) sur la

croissance de Pichia kudriavzevii et la levure de boulangerie.
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Figure 3. Représentation de I’effet de 1a haute température (35, 37,42 et 45 ° C) sur la

croissance de Pichia kudriavzevii et la levure de boulangerie.

45
20
2. -
535
<
@ 3
b e PAte avec P, kudriavzevii
=025
=R
js=d A .
3 2 s PAte avec levure de boulangerie
F s pure
) s PAte sans levure
&= 1
=
o 0,5
e

0
0 min 30 min 60 min 90min 120min
Temps de fermentation

Figure 4. Représentation de I’expansion du volume de la pate de boulangerie 1égerement

sucrée en fonction du temps.
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Partie 1 : Considérations générales

Cadre 1 : base du présent rapport
Les piéces suivantes servent de base a I'établissement du présent rapport :

X Demande telle quinitialement déposée
X Demande modifiée suite a la notification du rapport de recherche préliminaire :

- Revendications
6
[] Observations a I'appui des revendications maintenues

[] Observations des tiers suite a la publication de la demande
[] Réponses du déposant aux observations des tiers
[] Nouveaux documents constituant des antériorités :

+ Suite a la recherche complémentaire (Couvrant les documents de I'état de la technique qui n'étaient pas
disponibles a la date de la recherche préliminaire)

+ Suite a la recherche additionnelle (couvrant les éléments n’ayant pas fait I'objet de la recherche
préliminaire)

[] Observations a I'encontre de la décision de rejet

Partie 2 : Opinion sur la brevetabilité

Cadre 7 : Déclaration motivée quant a la Nouveauté, I’Activité Inventive et I’Application Industrielle

Nouveauté Revend@cat!ons 1-6 Oui
Revendications aucune Non
Activité inventive Revendications 1-6 Oui
Revendications aucune Non
Application Industrielle Revendications 1-6 Oui
Revendications aucune Non

Il est fait référence aux documents suivants:

D1: ISOLATION AND IDENTIFICATION OF PHYTASE-ACTIVE YEASTS FROM
SOURDOUGHS AUTHOR LINKS OPEN OVERLAY PANELLINANUOBARIENEASE
S.HANSENNILSARNEBORG

1. Nouveauté

Aucun document de l'état de la technique ne décrit une souche de levure de Pichia
kudriavzevii telle que décrite dans la revendication 1 de la présente demande.

RRDOB (Version Décembre 2018) Page 2 sur 3
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Par conséquent, 'objet de la revendication 1 de la présente demande est nouveau au sens de
Iarticle 26 de la loi 17-97 telle que modifiée et complétée par la loi 23-13.

2. Activité inventive

Le document D1 est considéré comme l'état de la technique le plus proche de I'objet de la
revendication 1 de la présente demande, il divulgue la diversité des levures des levains et
leurs propriétés et fonctionnalités métaboliques associées, parmi les levures citées, on trouve
Pichia kudriavzevii.

L’objet de la revendication 1 de la présente demande difféere de D1 par la souche de Pichia
kudriavzevii utilisée.

Le probléeme que la présente demande se propose de résoudre peut étre considéré comme la
fourniture de levure alternative résistante aux conditions de stress pour la préparation de pate
boulangeére.

La solution proposée dans la présente demande implique une activité inventive pour les
raisons suivantes :

La souche CCMMPS5 avec la séquence nucléotidique décrite dans la description n’est pas
divulguée dans lart antérieur, 'lhomme de métier n'arriverai pas a cette solution d'une
maniére évidente en partant des divulgations de I'état de la technique.

Par conséquent, I'objet des revendications 1-6 implique une activité inventive au sens de
larticle 28 de la loi 17-97 telle que modifiée et complétée par la loi 23-13

3. Application industrielle

L’objet de la présente invention est susceptible d’application industrielle au sens de l'article 29
de la loi 17-97 telle que modifiée et complétée par la loi 23-13, parce qu’il présente une utilité
déterminée, probante et crédible.
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