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Abstract

With the increasing demand for "preservative-free" food products, bio preservation appears to
be a promising alternative to replace or decrease the use of chemical preservatives. The aim of
this study was to establish a bank of lactic acid bacteria with antifungal activity in order to
apply their efficiency as bioprotective cultures against fungal contaminants in food products.
These bacteria were isolated from various samples: camel milk, olive margines and pollen
grains. Morphological, physiological and biochemical identification tests allowed identifying
8 species: Enterococcus fecuim, Enterococcus avuim,Pediococcu sssp, Lactobacillus sp,
Lactococcus lacis ssp lactis, Lactococcus sp andLeuconostoc sp.

In the context of biological control based on the use of lactic acid bacteria, we tested the activity
of these isolates on toxigenic fungi by two tests: a qualitative test via the direct confrontation
method and a quantitative test via the cou-culture method on solid medium. The calculation of
the growth inhibition rate of these fungi showed that a significant effect up to 100% against
Fusaruim gramnaruim, Fusarium oxysporuim, Alternaria linaria, Alternaria alternata,
Aspergillus alliaceus, Aspergillus parasitucus, Aspergillus niger, Aspergillus sp and two
species Penicilluim olsonii,Penicilluim chrysegenum .Due to these technological abilities,
lactic acid bacteria deserve better management in terms of the exploitation of these
microorganisms as potential adjuvantsfor the food industry.

Key words: Lactic bacteria, soil products, bio preservation, toxigenic fungi.
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Résume

L’augmentation de la demande en produits alimentaires «sans conservateur», la bio
préservation apparait comme une alternative prometteuse pour remplacer ou diminuer
I’utilisation des conservateurs chimiques. Cette étude avait comme but de constituer une
lanque de bactéries lactiques a activité antifongiques afin d’appliquer leur efficacité entant
que cultures bio protectrices contre les contaminants fongiques des produits alimentaires. Ces
bactéries ont été isolée a partir de divers échantillons: lait chamelle, la margines d’olive etles
grains de pollen. Les tests d’identification morphologique, physiologiques et biochimiquesont
permis d’identifier 8 especes : Enterococcus fecuim, Enterococcus avuim, Pediococcu sp,
Lactobacillus sp, Lactococcus lacis ssp lactis, Lactococcus sp etLeuconostoc sp.

Dans le contexte de la lutte biologique fondée sur 1“utilisation des bactéries lactiques, nous
avons testé I’activité de ces isolats sur des champignons toxinogeénes par deux tests: un test
qualitatif représenté par la méthode de confrontation directe et un test quantitatif par la méthode
co-culture sur un milieu solide. Le calcul du taux inhibition de la croissance de ces champignons
a montré que un effet significatif pouvant atteindre jusqu’a 100% vis-a-vis de Fusaruim
gramnaruim, Fusarium oxysporuim, Alternaria linaria, Alternaria alternata, Aspergillus
alliaceus, Aspergillus parasitucus Aspergillus niger, Aspergillus sp et deux especes
Penicilluim olsonii,Penicilluim chrysegenum. Graces a ces aptitudes technologiques, ces
bactéries lactiques méritent une étude plus approfondie en identifiant la nature de ces
composants inhibiteurs pour une exploitation comme adjuvants potentiels et utiles pour les
industries agro-alimentaires.

Mots clés : bactéries lactique, produits terroires, biopréservation, champignon toxinogéne.
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Introduction Générale

Dans un monde en plein mutation, la sécurité des aliments et la sécurité des approvisionnements
vivriers demeurent essentiels dans la plupart des pays. Elles ont fait 1’objet d’intenses efforts
internationaux et nationaux ces derniéres années. Réguliérement placée sous les feux de 1’actualité,
la sécurité alimentaire est devenue donc la principale préoccupation de I’industrie agroalimentaire et
des professions de santé considérant a la fois I’aliment source et vecteur de toxique (Zineddine,
2004).

La contamination fongique compte parmi les principales causes de détérioration des denrées
alimentaires, surtout apres la découverte des mycotoxines produites par ces micro-organismes qui n’a
fait qu’accentuer les soucis des agriculteurs, des industriels, des scientifiques et du simple
consommateur (Castagnero et al., 2002).

Véritables adversaires subtils, les moisissures constituent un inoculum tranquille, invisible, dormant
et pourtant susceptible de produire des effets trés dommageables, voir catastrophiques lorsque les
conditions deviennent favorables. Adversaires encore subtils plus lorsque les dommages visibles aux
matieres ont été gommés par des procédés de transformation, faisant disparaitre les signes
perceptibles de I’activité des moisissures sans ¢liminer pour autant les principes toxiques, souvent
trés stables, qui ont pu étre formé auparavant et empéchant du méme coup toute recherche de
corrélation entre présence de moisissures et risque mycotoxique (El khoury, 2007).

La présence des moisissures dans un produit alimentaire (notamment céréale, le café, les Iégumes, les
fruits lait, viande) peut I’altérer et conduire a ’accumulation des métabolites secondaire toxiques via
leur prolifération et la production des mycotoxines avant ou apres la récolte, pendant le stockage, lors
du transport ou bien durant leur transformation (Laref,2014).

La préservation des aliments repose essentiellement sur la prévention et/ou I’inhibition du
développement des micro-organismes contaminants. La contamination des denrées alimentaires par
des champignons mycotoxigéniques engendre de graves problémes de santé en raison de la
production d’une variété de mycotoxine, dont certains présentent des défis considérables en matiére
de sécurité¢ alimentaire (Sadiq et al., 2019).

Les méthodes de préservation physique et chimique provoquent des altérations de qualité
nutritionnelle et organoleptique des aliments. Face a ce probléme, la recherche scientifique s’est
orientée vers une approche qui est la bio-préservation, ¢’est-a-dire I’application de micro-organisme
et/ou leurs métabolite pour prévenir la détérioration et pour prolonger la durée de conservation des
denrées alimentaires (Gould, 2000 ; Singh, 2018).

L’utilisation des bactéries lactique (LAB) pour la conservation est I'une des approches plus anciennes
et les mieux caractérisées (Siedler et al., 2019), elles jouent un réle important dans la préparation, la

conservation, la transformation de nombreux aliments fermentés ce qui leur confére le statut

GRAS*Generally Recognizes As Safe*.
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Introduction Générale

De nombreux représentants de ce groupe ont montré une activité antagoniste élevée contre souche
pathogéne (Matevosyan et al., 2019). Ces agents antagonistes sont capables d’assurer la bio-
préservation et pourraient permettre la réduction de I’utilisation des produits chimiques dans les
aliments.

Devant la problématique grandissante de la contamination fongique, la production des mycotoxines
et ’émergence d’un sentiment d’insécurité, I’on assiste de plus en plus a I’installation de nouvelles
stratégies préventives visant a limiter la contamination fongique, réduire voire empécher la
production des mycotoxines. Selon (FAO), la contamination par ces moisissures toxinogeénes limite
la durée de conservation et est a I’origine de 5 a 10%des pertes durant la récolte sur le plan mondiale.
Elle provoque aussi des modifications physiques et nutritives (Laref, 2014).

Dans ce but de lutte contre ces contaminants, de nombreux chercheurs se sont orientés vers des
alternatives de réductions ou de lutte contre cette contamination, telle que la lutte naturelle fondée
sur I'utilisation des différents métabolites des plantes médicinales et surtout I'utilisation des LAB
ou bien leurs métabolites en vued’une contribution a leur valorisation, en raison de leurs efficacités,
et leurs colits moins élevé par rapport aux autres méthodes de réductions.

En adéquation a ces recherches, nous nous sommes proposés de voir I’efficacité antifongique de
certaines souches lactiques isolées de produits terroirs de la région de Nadma en vue d’évaluer leurs
efficacités antifongiques, et de ce fait confirmer ou infirmer si ces LAB peuvent étre utilisées comme
agents de conservation des denrées alimentaire et leur attribuées ainsi le titre d’alternative aux
conservateurs chimiques.

Dans ce contexte, le travail que nous proposons est structuré en trois parties : la premiére partie est
consacrée a une synthése bibliographie décrivant des généralités sur les bactéries lactiques et leur
aptitude technologiques et aussi sur les champignons et leur toxine. La seconde partie représente
I’étude expérimentale exposant la méthodologie engagée pour mener a bien cette étude. Le principe
méthodologique repose sur I’isolement et la caractérisation morphologique, physiologique,
biochimique et technologique des bactéries lactiques.

La derniére partie est réservée aux résultats et discussion. Finalement, une conclusion générale permet

de récapituler les principaux résultats de ce travail et d’énoncer des perspectives.
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Chapitre I Synthése Bibliographique

La contamination des denrées alimentaires par des champignons toxinogenes est un probléme
grave et difficile a gérer car il conduit a d’énormes pertes économiques. Les mycotoxines ont
¢été reconnues comme 1’un des polluants les plus dangereux dans 1’alimentation. De nombreuses
méthodes physiques et chimiques ont été développées dans le but d’inhiber la prolifération
fongique dans les aliments et aprés moult essais il a été conclu que la clé du mystére repose
entre les mains c¢’est la protection naturelle qui impliquent 1’utilisation des bactéries lactiques
(LAB) qui s’avére étre une arme efficace dans la lutte contre la croissance fongique, et qui
présente un intérét majeur pour 1’améliorations de la qualité et de la sécurité alimentaires
(Tikoudane & Yahia, 2020). Les LAB, non seulement connues pour leur innocuité, mais aussi
pour leurs activités antimicrobiennes, pourraient permettre la réduction de 1’utilisation des

produits chimiques dans les aliments (Djossou et al., 2011).

Ces bactéries sont un groupe hétérogéne de microorganisme produisant de 1’acide lactique
comme produit principal du métabolisme (Dortu & Thonart, 2009). Leur apports bénéfiques
contribuent a ’amélioration de la qualité des produits fermentés en y développant certaines
caractéristiques organoleptiques, sans altération du gotut ni de I’odeur, et en augmentant leur
durée de conservation. Cette préservation est conférée par la production de plusieurs
métabolites ayant une activité antifongique tels que les acides organiques, le peroxyde

d’hydrogene, le dioxyde de carbone, la reutérine, le diacétyl et les bactériocines.

Historiquement, les bactéries lactiques ont été définies comme un groupe des bactéries
ubiquitaires et hétérogeénes qui peuvent fermenter les sucres en acide lactique principalement.
Ce sont des bactéries a Gram-positif, généralement catalase négative, dépourvus de
cytochromes-oxydase et de nitrate-réductase, microaérophiles, organotrophes, strictement
fermentatives, acido-tolérantes, asporulantes, de forme bacillaire ou coccoide. Ces bactéries
sont caractérisées par leur morphologie, leur physiologie et leur métabolisme, elles peuvent
croitre a un pH allant jusqu’a 4,5 et a une température comprise entre 10°C et 45°C
(Pringsulaka et al., 2011). Elles occupent différents habitat, de nombreux milieux naturels,
des végétaux (plantes et fruits), des animaux et des humains (cavité vaginale et buccale, viande
et le lait). Mais certaines espéces semblent s’adapter a un environnement spécifique et ne sont
pas trouvées ailleurs (Djermane, 2020). Généralement, ces LAB sont associées a des habitas
riche en nutriment et sont impliquées dans un grand nombre de fermentation spontanée des
produits alimentaires. (Axelson, 2004 ; Dortu et al., 2008). Pour se développer, elles ont besoin

de sources de carbone organique (glucides fermentescibles).
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Chapitre I Synthése Bibliographique

Les LAB sont capables de dégrader une large gamme d’oses comme le lactose et le galactose
pour les produits laitiers, mais aussi le saccharose, le maltose, le glucose, le fructose et des a-

galactosides pour les produits d’origine végétale (Avagodo, 2004).

La conversion des sucres en acide lactique est une étape principale de la voie métabolique qui
fournissant I'énergie aux bactéries lactiques et impliquée dans la production d'une grande
quantit¢ de molécules conférant des propriétés organoleptiques particulieres aux produits
finaux (Avagodo, 2004). Ces LAB se divisent en deux groupes différents selon les voies
métaboliques empreintes pour fermenter le glucose :

e Homofermentaire : I’acide lactique est le seul produit de la fermentation du glucose

e Héterofermentaire facultatif : la fermentation du glucose aboutit a la formation d’acide

lactique, I’acide lactique et I’acide acétique. (Belarbi, 2011

Les bifidobactéries ne produisent ni 1’acide butyrique ni 1’acide propionique et le CO2 est
synthétis¢ seulement lors de la dégradation du gluconate (Scardovi, 1986). Toutefois,
certaines souches de bifidobactéries vont produire plus d’acide acétique et moins d’acide
lactique. Le surplus d’acide acétique formé provient d’une autre voie métabolique des
bifidobactéries qui convertit le pyruvate an acide formique et en acétate plutét qu’en acide
lactique. Par suite, une partic de I’acide acétique est transformé en éthanol (De Vries et

Stouthamer, 1968 ; Lauer et Kandler, 1976).
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Chapitre I Synthése Bibliographique
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Figure 1. Principales voies cataboliques du glucose chez les bactéries lactiques
(Drider et pryost,2009)

Vis-a-vis des exigences nutritionnelles, les LAB sont trés exigent et requierent plusieurs
substrats complexes azotés, phosphatés et soufrés mais aussi des facteurs de croissances comme
les vitamines et les cations (Mami, 2013)

1-Exigences en acides aminés : Les LAB sont incapables d’effectuer la synthése a partir d’une
source azotée minérale simple donc elles exigent un apport exogéne d’acides aminés pour leur
croissance. Ces besoins en acides aminés sont cependant variables d’une souche a une autre.

D’une maniere générale, il y a des souches moins exigeantes (6 acides aminés au maximum)
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alors que d’autres sont auxotrophes et requiérent un trés grand nombre d’acides
aminés (Kassas, 2017).

2-Exigences en vitamines: les LAB sont incapables de synthétiser certaines vitamines
indispensables a leur croissance et qui doivent étre fournies par le milieu de culture. Les
exigences sont trés variables, y compris au sein d’une méme espece. On distingue les vitamines
dont le besoins est absolu et stimulent la croissance et celles ayant peu d’effet sur la croissance.
Généralement, les exigences des LAB portent souvent sur des vitamines du groupe B tel que la
niacine, la riboflavine et I’acide pantothénique (Kassas, 2017).
3-Exigence en bases azotés : les LAB exigent la présence des bases azotées qui peuvent étre
stimulantes pour leur croissance et sont trés variables selon les souches. Ces exigences
proviennent de I’absence d’enzymes impliquées dans le métabolisme des pyrimidines et des
purines. Les LAB thermophiles présentent une exigence absolue pour: adénine, guanine, uracile
et xanthine (Kassas, 2017).
4-Influence des cations : les ¢léments minéraux jouent un role essentiel dans la croissance des
LAB et précisément dans les activités enzymatiques bactériennes .Certaines especes ne peuvent
pas croitre en absence d'ions minéraux, ce qui indique l'exigence absolue pour ces ¢léments, a
titre d’exemple le magnésium est le principal cation divalent des cellules vivantes et un
activateur des différentes réactions métaboliques: division cellulaire, stabilisation des acides
nucléiques ou hydrolyse peptidique. Cet ion est indispensable pour la croissance de quelques
LAB (Kassas, 2017).
Pour la classification, Orla-Jensen a proposé une classification pour ces bactéries fondée sur les
caracteres morphologique, biochimique et physiologique (Température de croissance, mode de
fermentation du glucose et la forme de ’acide lactique produit), leur classification constitue le
centre d'une étude taxonomique intense avec une urgence croissante pour une approche
polyphasique, caractérisation phénotypique et phylogénétique des bactéries (Orla-Jensen, S.
1919 ;Stiles & Holzapfel, 1997).
La classification phénotypique des bactéries lactiques est basée essentiellement sur la
morphologie cellulaire des bacilles (Lactobacillus et Carnobacterium) et des coques (tous les
autres genres). Le genre Weissella est le seul genre qui comporte a la fois des bacilles et des
coques. Cette classification regroupe le type fermentaire, les températures de croissance,
l'utilisation des sucres, la tolérance a de hautes concentrations de sel, la capacité de croitre dans
des pH acide ou alcalin, la nature de 1’acide I’actique, I’hydrolyse de I’arginine, la formation de
I’acétoine, la production des polysaccharides extracellulaires etc... (Lahtinem et al., 2012).
Par ailleurs, une classification selon la composition de la paroi cellulaire incluant la nature des
acides gras qui la composent, a été¢ proposée par Konig & Frohlich (2009).
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Une autre classification, basée sur la nature des produits du métabolisme bactérien obtenus a
partir des glucides, a subdivisé les LAB en trois groupes (Mcleod et al., 2008) :
% Le groupe I : renferme majoritairement les homofermentaires.
% Le groupe 11 : contient les bactéries hétérofermentaires
s Le groupeIll : qui occupe une position intermédiaire entre les groupes I et I, renferment
ainsi des especes capables d’étre soit homo- ou hétérofermentaires selon les conditions
environnementales (Mcleod et al., 2008).
En ce qui concerne la classification génotypique, les caractéristiques moléculaires tels que la
teneur en GC de 1'ADN, les propriétés électro phorétiques des produits génétiques, ADN :
études d'hybridation d'ADN et structures et séquence de I'ARN ribosomal (ARNr) sont
devenues d’importants outils taxonomiques. Cette classification a révolutionné la taxonomie
des bactéries, et la classification des LAB a été profondément modifiée et ce qui a permis une

identification pratique plus simple et rapide (Salminen et al., 2004).(figue2)
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Figure 2. Schéma montrant [’arbre phylogénique des bactéries lactiques y compris

des différents genres apparentés (Axelsson, 2004).

D’aprés (Ludwig et al., 2008),les LAB sont regroupées dans le phylum Firmicutes, classe
Bacilli, et sont divisée en 3 familles :

-Famille des Lactobacillaceae comportant les Lactobacillus, Paralactobacillus, Pediococcuss
-Famille des Leuconostocaceae contenant les Leuconostoc, Oenococcus et Weissella.

-Famille des Streptococcaceae comprenat les Streptococcus, Lactococcus et Lactovum
Aussi le genre Bifidobacterium considéré comme faisant partie du groupe des LAB grace a sa

similarité de ses propriétés biochimiques et physiologiques et sa présence dans le méme habitat

¢cologique, tel que le tube gastro-intestinal
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[] Lactobacillus :

Les espéces du genre Lactobacillus sont trés utiles en microbiologie alimentaire et notamment
dans la nutrition humaine en raison de leur contribution a la production des aliments fermentés
ainsi que leur utilisation comme probiotiques dans les produits pharmaceutiques (Foschi et al.,
2016). Le genre Lactobacillus est le principal genre et de loin le plus grand et le plus diversifié
de la famille de Lactobacillaceae (Figure 3), il comprend 158 espéces, sept de ces espéces sont
réparties en 18 sous-especes, occasionnellement réduisent le nitrate, utilisent le lactose, le
glucose et d'autres sucres comme source de carbone, produisent du lactate et peuvent se
développer dans des environnements a faible pH et inhibent la croissance d'autres
microorganismes (Al kassaa et al., 2014 , Herbel et al., 2013, Arena et al., 2014 ;Raman et
al., 2016).

Figure 3. Aspect microscopique électronique du genre Lactobacillus (Kechagia et al.,

2013).

Orla-Jensen en 1919 a subdivisé le genre de Lactobacillus en trois groupes selon la
morphologie et la température de croissance en : Thermobacterium, Streptobacterium, et
Betabacterium (Guiraud, 2003) :

Le groupe Thermobacterium : comprend les lactobacilles homofermentaires obligatoires,
fermentent le glucose et le gluconate sans production de CO». Se développe a 45°C et non a
15°C. Parmi les especes les plus fréquentes : Lactobacillus helveticus, L.jugurti, L.bulgaricus,
L.lactis, L.acidophilus, L.leichamnii, L.delbrueckii, L.kifirofaciens, L.malir

Le groupe Betabacterium : comprend les lactobacilles hétérofermentaires stricts qui sont
Lactobacillus fermentum, L. buchneri, L. brevis, L. viridiscens, L. kefir, L.fructivorans, L.
hilgardii, L. sanfrancisco.

Le groupe Streptobacterium : regroupe les lactobacilles homofermentaires mais qui peuvent
étre hétérofermantaires facultatives en fonction du substrat. Ce sont des mésophiles qui se

développent a 15°C, le CO» est dégagé lors de la fermentation de gluconate et non produit lors
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de la fermentation du glucose. Il comporte les espéces Lactobacillus casei, L. plantarum, L.
curvatus, L. sake, L. acetotolerans, L. graminis L.rhamnosus...
Les différentes niches écologiques ou les lactobacilles ont été isolés sont mentionnées dans le

tableau suivant :

Tableau 1. Habitat des Lactobacillus (Perry et al., 2004).

Habitat Espéces rencontrées Activité ou produit
Matériel végétal en Lb. plantarum, Lb. casei, Cornichons, ensilage et
Décomposition Lb.acidophilus, choucroute

Laiterie Lb. delbrukii, Lb. lactis Fromage, yoghourts, etc .

Tractus gastro-intestinal des  Lb. salivarus L. gasseri, L.

animaux rhamnosus
-(Oral) Lb. casei, Lb plantarum, Formation de Carie
-(Intestinal) Lb. gasseri dentaire
Flore normale
Vagin des mammiferes Lb. Vaginalis
Lactobacillus spp. Flore normale

[] Lactococcus :

Le genre Lactococcus sont isolées du lait ou des végétaux qui sont les
réservoirs naturels de la plupart de ses especes (figured). L’espece Lactococcus lactis subsp.
lactis est isolée pour la premiére fois a partir du lait fermenté par Lister en 1873 et est reconnue
comme agent primaire de I’acidification du lait caillé (Sandine, 1988). Elles sont généralement
micro-aérophiles et se développent a 30°C. Leur fermentation des sucres est homolactique et

donne de I’acide lactique comme produit final (Sun et al., 2014).

Figure 4. Lactococcus lactis subsp cremoris au microscope électronique (Pot, 2008)
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[] Leuconostoc
En 1878 Van Tieghem fait la premiére description du genre Leuconostoc (Zhang & Cai,

2014).La famille des Leuconostocaceae, contient des coques ovoides (FigureS) a Gram positif
pouvant étre allongés ou elliptiques. IIs se disposent en paire ou en chaine et sont exigeantes du
point de vue nutritionnel. Leur croissance est toujours lente, dont I’optimum est de 20 a 30 °C
(Bjokroth et al., 2006).Elles produisent du diacétyle de I’acétoine, et du CO; a partir du citrate
du lait mais plus efficacement chez Leuconostoc mesenteroides subsp. Cremoris (Khedid et
al.,2006) Ce sont des producteurs d’ardme dans I’industrie laitiére, et leur métabolisme
gazogene est responsable de la formation des ouvertures (yeux) dans les fromages bleus. Du
point de vue physico-chimique, les Leuconostoc colonisent des écosysteémes tres variés tels que

les végétaux (intact ou pourrissante) et les animaux (lait, appareil digestif..).

Figure 5. Leuconostoc cremoris au microscope électronique (Ogier et al., 2008).

L] Streptococcus
Le genre Streptococcus est vaste et sa la classification est en remaniement constant.

Généralement, il est divisé en trois groupes : pyogeéne (la plus part des espéces pathogénes et
hémolytiques), oral (tel que S. salivarius, S. bovis) et les autres streptocoques. Ce genre est
immobile, sphérique ou ovoide avec un diametre inférieur a 2 pm, une disposition en paires ou
en chaines longues (Figure 6) et un contenu en G+C de 35 a 46% (Pilet et al., 2005).La
fermentation des carbohydrates produit principalement de 1’acide lactique mais il n’y a pas de
production de gaz. Le peptidoglycane est du groupe A et leur température optimale de
croissance est de 37 °C (Sun et al., 2014). L’espece thermophile qui est utilisée en technologie
alimentaire est Streptococcus thermophilus inclues dans le groupe des « autre streptocoques »
par Scheilfer & Kilpper-Bilz (1987). Du fait par son habitat (lait et produits laitiers), et son
caractére non pathogéne seul cette espeéce est considérée comme appartenant aux bactéries

lactiques (Sun et al., 2014).
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Figure 6 .Streptococcus thermophilus au microscope électronique (Furetet al.,

2004)

[ ] Pediococcus
Le genre Pediococcus sont des coques groupées en paires ou en tétrades, mésophiles,
homofermentaires, et le plus souvent incapable d’utiliser le lactose. Ils ont été parmi les
premicres bactéries étudiées par Louis Pasteur en relation avec leur réle dans la détérioration
de la biere. Certaines souches peuvent présenter une activité pseudo-catalase sur des supports
a faible teneur en hydrates de carbone (Weiss, 1992).Elles sont immobiles, et ne forment pas
de spores ou de capsules. La température de croissance optimale est de 25 a 35 °C, mais dépend

de l'espece. Ces pédiocoques sont capables de croitre a pH 5(Mahamedi,2015).

[] Bifidobacterium
Le genre Bifidobacterium sont des bacilles a Gram positif, non mobiles, ne produisent pas du
gaz et ne forment pas de spores (Figure7). Elles sont des anaérobies mais quelques espéces
tolérent 1’0, dans la présence ou non du COs. Ces bactéries sont dépourvues de catalase,
dégradent le saccharose en produisant de 1’acide acétique et I’acide lactique sans production du
gaz. Le glucose est dégradé exclusivement et particulierement par la voie de Fructose-6-
phosphoketolase (F6PPK). Le contenu en G+C est de 61% (Mattarelli & Biavati, 2014). Elles
sont considérées comme faisant partie du groupe des bactéries lactiques grace a la similarité de
ses propriétés physiologiques et biochimiques et sa présence dans le méme habitat écologique,
tel que le tube gastro-intestinal. Leur température de croissance varie de 36°C a 43°C (Axelsson

et al., 2004 ; Pilet et al., 2005 ; Ho et al., 2007 ; Sun et al., 2014).
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Figure 7. Bifidobacterium ssp (Wallace et al., 2003)

e Entérococcus
Le genre entérocoque a ¢été utilisé la premicre fois par Thiercelin (1899) pour décrire un
diplocoque Gram-positif d'origine intestinale qui se présente sous forme de paires ou en petites
chainettes (Figure 8) (Boussouar, 2017). Les entérocoques sont généralement catalase
négative; des chimio-organotrophes avec un métabolisme fermentaire, des homofermentative
avec 1’acide lactique L(+) qui est le produit final prédominant du métabolisme des glucides.
Les milieux de culture complexes sont nécessaires pour leur croissance ou la température
optimale est de 37 °C, mais de nombreuses especes peuvent se développer a des températures
allant de 10°C a 45°C (Svec & Franz, 2014). Ils sont largement répartis entre le tube digestif
de I’homme, les autres mammiferes, les oiseaux, les reptiles, les insectes, les plantes, le sol et

I'eau.

Figure 8. Enterococcus faecium au microscope électronique (Wallace et al.,
2003).
L’ensemble des caracteéres phénotypiques différentiels des genres appartenant aux LAB sont

regroupées dans le tableau 1.
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Tableau 2. Caracteres différentiels des différents genres de bactéries lactiques

(Axelsson, 2004).
Genre Caracteére
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Carnobacterium - - + - ND - ND - L 9
Lactobacillus. - +/- +/- +/- +/- - +/- - D,L.DL | 104
Aerococcus + - + - + - - + L 6
Enterococcus - - + + + - + + L 33
Lactococcus - - + - - - +/- - L 5
Vagococcus - - + - - - +/- - L 6
Leuconostoc, - + + - +/- - +/- - 14
Oenococcus - + + - +/- - +/- - 2
Pediococcus + - +/- +/- +/- - + - L.DL 10
Streptococcus - - - +/- - - - - 65
Tetragenococcus | + - + - + + - + L 4
Tetragenococcus | - + + - +/- - +/- - D,DL 11

1 : formation de tétrades ; 2 : production de CO;; 3 : croissance a 10°C ; 4 : croissance a
45°C ; §: croissance a 6,5% Na Cl ;_6 : croissance a 18% NaCl ; 7 : croissance a pH 4,4 ;

8 : croissance a pH 9,6 ; 9 : type d’acide lactique ; 10 : nombre d’espéces identifiées

L’utilisation de ces genres pour une application industrielle donnée est déterminée par leurs
propriétés fonctionnelles et technologiques.

e Activité acidifiante
Cette activit¢é métabolique est essentielle chez les bactéries lactiques. Elle résulte de la
transformation du lactose (ou d’un autre sucre assimilable) en acides organiques, ce qui conduit
a I’acidification du produit. Elle conditionne 1’aptitude coagulante du lait et assure I’inhibition
des microorganismes indésirables (Bougherra ,2012).
Les conséquences d’ordre physico-chimique et microbiologique, peuvent se résumer ainsi:

-accumulation d’acide lactique participant a la saveur des aliments fermentés ;
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-abaissement progressif du pH des milieux de culture et des matrices alimentaires ;
-Limitation des risques de développement des flores pathogene et d’altération dans
les produits finaux ;
-déstabilisation des micelles de caséine, coagulation du lait et participation a la
synérese.
Pour un ferment donné, il permet une vitesse d’acidification élevée et/ou atteindre un niveau
d’acidité finale prédéfinie. Le niveau d’acidité dépend des spécifications du produit, lesquelles

vont conditionner le choix des souches (Allaouche &smaoun ,2017).

® Activité aromatisante
Les bactéries lactiques peuvent produire de nombreux composés aromatiques, (tels que : 1'a-
acétolactate, l'acétaldéhyde, le diacétyle, l'acétoine et 2,3-butanediol, [’éthanol,
I’acétate, le formiate, ...etc.) principalement a partir du lactose, du citrate, des acides aminés et
des matieres grasses (Benyoucef ,2018). Cette fonctionnalité est particulierement importante
lors de I’¢élaboration des laits fermentés, des fromages frais, crémes et beurre, dont 1’aréme
principal est 1ié a cette activité microbienne. (Allouache & Samouan, 2017).

e Propriétés enzymatiques
Le systeme protéolytique est considéré comme étant I’événement biochimique le plus important
durant la maturation fromagere (Lane & Fox, 1997). Les LAB sont incapables de synthétiser
les acides aminés nécessaires a la synthése protéique. Pour cela, elles nécessitent un
fonctionnement actif de leur systéme protéolytique dans les environnements ou les protéines
constituent la principale source d’azote (Law & Haandrikman, 1997).Leur systémes
protéolytiques est composé de protéases associées a la paroi cellulaire, qui catalysent
I’hydrolyse des protéines en peptides contenant de 7 a 16 résidus aminés (Kamaly & Marth,
1989). Ces derniers sont ensuite dégradés par des endopeptidases ou exopeptidases en unités
transportables d’acides aminés et de petits peptides (Lane & Fox, 1996, Lynch et al., 1997).
Cette aptitude protéolyse joue un role primordial dans 1’obtention d’une texture caractéristique

et de flaveur désirée pour les divers types de fromage.

L’activité lipolytique des LAB présente de plus, un intérét pour les applications fromageres.
Certains micro-organismes, grace a leurs lipases, peuvent décomposer les maticres grasses et
les acides gras libres du lait, entrainant 1’apparition d’odeurs rances dans le produit laitiers. Les
produits laitiers a haute teneur en matiéres grasses sont plus sensibles a la dégradation par les

micro-organismes lipolytiques (Lamontagne et al., 2002).
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e Aptitude texturante
LAB sont capables de produire des exopolysaccharides (EPS) qui joue un rdle important pour
la consistance et la rhéologie des produits transformés. Ces composés polymeres sont
généralement considérés comme des agents épaississants naturels en industrie alimentaire. Les
Lb. delbrueckii ssp.bulgaricus et Steptococcus thermophilus produisant des EPS sont utilisés
en tant que starters fonctionnels dans la fabrication des yaourts, ceci afin d’améliorer la texture,
éviter la synérése et augmenter la viscosité des produits finis (Benyoucef ,2018).

e Activité antimicrobienne
Les bactéries lactiques produisent une variété des composés antimicrobiens tels que les acides
organiques, le peroxyde d’hydrogéne, le diacétyle et les bactériocines, qui sont utilisées
dans la fermentation et la bioconservation des aliments (Labioui et al., 2005). Les acides
organiques, comme I’acide lactique, I’acide acétique ou 1’acide propionique, élaborés lors de la
fermentation des glucides, peuvent inhiber des levures, des moisissures et des bactéries. Le
peroxyde d’hydrogene produit par les bactéries lactiques s’accumule dans 1’environnement et
peut inhiber certains microorganismes. Certains LAB produisent des bactériocine a spectre
d’action étroit les plus connus : la nisine et la lactostrepcine, la diplosine, la mesentérocine et
la leucocine.le dioxyde de carbone un métabolite secondaire synthétiser par LAB
hétérofermentaire son accumulation va créer un environnement anaérobie qui s’avere toxique
pour certains microorganisme aérobie (Boullouf, 2019).
Nos produits de terroir constituent une niche écologique riche pour la sélection de ces LAB
ayant des propriétés antagonistes et peuvent étre dans la production des cultures starters avec

des propriétés nouvelles. Ces produits sont :

e Lait de chamelle :
La microflore lactiques du lait de chamelle cru et leurs produits fermentés est constituée d’un
mélange de différentes especes telles que: Lactobacillus fermentum, L. plantarum, L. casei, L.
lactis subsp. lactis, Enterococcus faecium et Streptococcus thermophilus. Cette flore lactique
spécifique du lait a un impact direct sur le développement de la texture et la saveur du produit
laitier final. Cette flore participe aussi aux propriétés antimicrobiennes grace a la production
de plusieurs composés tels que les bactériocines et les acides organiques (Bougherra, 2021).
Pour les produits végétaux sont aussi présentent une grande diversité de flores lactique qui
présente un intérét essentiel dans la fermentation des végétaux parmi ces végétaux :

e La margine d’olivier fermenté

Parmi les genres qui appartient aux ce produit fermenté : L. plantarum, L. fermentum,L.

rhamnosus, L. brevis, L. casei, L. curvatus, P.acidilactici et les sous-especes Ln. mesenteroides
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sub sp. mesenteroideset Ln. mesenteroides sub sp. Dextranicum. D’aprés I’étude écologique, au
fur et a mesure que I’échantillon vieilli, la flore lactique est de plus en plus constituée de coques
(Leuconostoc et Pediococcus), alors que les échantillons récents contiennent principalement des
lactobacilles. Les résultats de 1’évaluation des aptitudes technologiques indiquent que la plupart
de ces genres présentent un bon pouvoir protéolytique, lipolytique, aromatique, texturant et une
résistance aux antibiotiques (Brahimi,2015).
e Les grains de pollen
Le grain de pollen est le produit le plus riche en nutriments et en substances actives. Il est trés
énergétique a cause de sa forte teneur en hydrates de carbone et en protéines. Le pollen contient
tous les acides aminés essentiels que 1’organisme ne peut pas synthétiser ; il compense, donc,
parfaitement les insuffisances imposées par I’alimentation moderne. Il est une excellente source
d’antioxydants tels que les polyphénols, flavonoides et caroténoides. Sa flore lactique est trés
diversifi¢ et ont un intérét alimentaire et thérapeutique (formulation de yaourt diététique a base
de pollen) (Jabrani &Qulmene, 2016). Parmi les espéces présentes
dans cette matrice : Enterococcus faecalis, Pediococcus pentosaceus, L. plantarum, L. casei, L.
paraplantarum, L.farciminis.
La contamination mycologique des denrées alimentaires peut causer la dévalorisation de la
valeur nutritionnelle ainsi que la détérioration de la qualité organoleptique. S’il s’agit de
moisissures toxinogenes et si les conditions environnantes sont favorables, il peut y avoir
¢galement la production et I’accumulation des métabolites toxique (mycotoxine).
(Abdelrhafour, 1994). Ces métabolites secondaires toxiques sont produits par certaines
moisissures dans les milieux ou elles se développent, principalement dans les matiérespremicres
d’origine végétales (céréales, légumes, fruits) (Cristin, 2007). Elles ont un faible poids
moléculaire, produites par des champignons filamenteux appartenant au phylum Ascomycota
ou par des moisissures. Ces mycotoxines sont actives a de faibles concentrations et ont une
grande importance dans la santé des humaines et des animales, étant la cause des maladies aigués
et chronique (Tola & Kebede, 2016 ; Khaneghah et al., 2019). Les espécesles plus fréquentes
retrouvées dans nos alimentations appartiennent aux genres Aspergillus, Penicillium et
Fusarium, Alternaria. Ces moisissures peuvent proliférer et synthétiser des métabolites
toxiques avant ou apres la récolte, pendant le stockage, le transport, ou latransformation des
matieres premicres et des aliments, sont des genres les plus importants de points de vue
économiques et médicaux. (Cristina,2007). Environ 300 a 400 mycotoxines sontété découvertes
jusqu’a présent. En raison de leur haut degré de structure, diversité et pathwaysbiosynthétiques, la
classification de ces mycotoxines est plutot difficile (Pamel et al., 2010 ; Gomez et al., 2020)

et la production ( les aflatoxines, 1’ochratoxine A, les fumonisines, les
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trichotécénes, la zéaralénone, lacitrinine et la patuline ..) est couplée a la croissance fongique
en relation avec les variations de certains paramétres physique qui sont 1’activité en eau (Aw),
la température, le pH, la pression d&#39;0xygene et la teneur en eau de ’aliment (Hadef,

2015).

o Le genre Aspergillus

En 2002 Chabasse et al., ont montré que les Aspergillus sont des champignons ubiquistes,
cosmopolite appartenant a la classe des ascomycetes, trés répandu avec des especes impliquées
dans I’altération des aliments, la production de mycotoxines et les fermentations (Figure 9). Le
groupe A. flavus-oryzae contient les especes A. flavus et A. parasiticus, qui peuvent produire
des aflatoxines responsables de pathologies animales et humaines. Ces mycotoxine sont
constituées d’un cycle coumarinique et de deux furanes auxquels peuvent étre accolés un cycle
pentone (Aflatoxines B et M) ou un cycle lactone hexagonal (Aflatoxines G). Les structures
different entre elles par la position de leurs radicaux sur les squelettes de base. (Bouzaout
& Adouani, 2020). Parmi la vingtaine d’aflatoxines recensées, quatre seulement se retrouvent
dans les aliments (Aflatoxines B1, B2, G1, G2) dont Bl (AFBI1) est la mycotoxine la plus
étudice.

Jaquet et al., 1982 détectent les aflatoxines M1 et M2, dérivés respectifs des aflatoxines B1 et
B2, et trouvés dans le lait et ses dérivés. Ces toxines ont tenu leur appellation du fait de leurs
présences dans le lait « Milk »des vaches laitiéres nourries par une alimentation contaminée.
L’aflatoxine M1 peut altérer le lait maternel humain (El-nezami et al., 1995; Galvano et al.,

1996).

Figure 9.Aspergillus flavus. (A) aspect microscopique (G*100) ; (B) culture sur MEA ;
(C) culture sur CYA ; (D) culture sur PDA ; (E) culture sur G25N ; (F) culture sur APF
(Djaaboub,2021)
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e Le genre Penicillium
C’est le champignon le plus répandus dans le monde entier, et le plus ubiquitaire; présent dans
une grande variété d’habitats: du sol a la végétation, en passant par I’air, les environnements
intérieurs et divers produits alimentaires (Figure 10). D’une part, il joue un rdle trés important
et vari¢ (la production des fromages, du camembert ou du roquefort, des saucisses
fermentées...), et d’autre parts, il est incriminé dans la dégradation des matiéres organiques,
provoquant des pourritures dévastatrices en tant qu’agent pathogéne avant et aprés récolte des
cultures agricoles et peut produire diverses mycotoxines (Moretti, 2017). Parmi ses toxines,
les ochratoxines A (OTA) qui est la plus toxique et la plus fréquents et connus. Cet OTA est un
dérivé de phénylalanyl (Pitt & Hocking, 1997). Elle possede des propriétés néphrotoxiques,
cancérogeénes, immunotoxiques, génotoxiques et tératogénes pour toutes les especes animales
testées. L’OTA est sécrétée par des moisissures de genre Aspergillus (4. ochraceus) ou
Penicillium (P. verrucosum). Le genre Penicillium est particuliérement présent dans les régions
aux climats tempérés et humides et peut donc infester les cultures céréalicres telles que 1’orge,

le blé, I’avoine, le seigle ect .... (Bouzaout & Adouani., 2020 )

Figurel0. Penicillium pinophilum. (A) aspect microscopique (G*x100) ; (B) culture
sur MEA; (C, D et E) culture sur CYA(Djaaboub.2021)

e Le genre Fusarium
En (1809), Link a é&crit véritablement pour la premicre fois le genre Fusaruim
(Djaaboub.2021). Ce genre inclue des champignons imparfaits appartenant a la classe des
Deutéromycétes (Figure 11). Quelques espéces de Fusarium ont des formes imparfaits ou
téléomorphe et appartiennent a la classe des Ascomycetes (ordre des Hyphocreales, famille des
Nectriaceae, genres Gibberella, Calonectria et Nectria) (Munkvold, 2017). Imathiu et al en
(2014), affirmerent que ces champignons contaminent plusieurs cultures, notamment, les

céréales, les arbres fruitiers et les cultures maraichéres en provoquant, ainsi, des maladies
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appelées « fusarioses ». Ils causent, généralement, la pourriture des racines, des tiges et des
fruits, la dégradation du systéme vasculaire altérent la qualité Organoleptique et sanitaire des
grains (Djaaboub, 2021). Les mycotoxines produites par les différentes especes du genre
Fusarium sont mentionnées dans le tableau suivant (Tableau 3)

Tableau 3 .Exemples des Fusarium producteurs de mycotoxines (Tabuc, 2007).

Especes de Fusarium Mycotoxines produites
F. acuminatum Moniliformine, trichothécenes type A
F. graminearum Trichothécénes type B, zéaralénone
F. solani Acide fusarique, naftoquinone
F. verticillioides (sin. moniliforme) Fumonisines, fusarine C, gibberelines,

moniliformines, naftoquinone

F. oxysporum Acide fusarique, moniliformines, oxysporine
F. sporotrichoides Fusarine C, trichothéceénes type A, zéaralénone
F. anthophilum Moniliformine

Figure 11.Fusarium graminearum (Aspect 3). (A) culture sur MEA ; (B) culture sur CYA ;
(C) culture sur PDA ; (D) culture sur G25N (Djaaboub.2021)

e Le genre Alternaria
Ce genre est tres fréquent dans notre environnement, se sont des champignons mésophiles,
appartiennent aux moisissures atmosphériques et peuvent étre isolés de divers végétaux
(Figurel2). Alternaria comprend pres de 275 espéces (Simmons, 2007) avec des modes de vie
saprophytes et phytopathogénes et peuvent affecter les cultures sur champ ou les produits
végétaux pendant la récolte et post-récolte. Les genres pathogénes sont généralement inféodés
a une famille ou a une espéce donnée. Les plantes hotes considérées par les attaques
d’Alternaria sont trés variées, allant des céréales (A. triticina) aux cultures maraicheres (4.

dauci, A. radicina sur carotte, A. solani sur tomate et pomme de terre, A. porri sur poireau, A.
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brassicae et A. brassicicola sur radis et chou), aux cultures fruitieres (4. mali sur pommier, 4.

citri sur citron et orange) (Guillemette, 2003 ; Calmes, 2011).

>

Figure 12.Alternaria mfectorla (A ) aspect microscopique (G*100) ; (B) culture sur
MEA ; (C) culture sur CYA ; (D) culture sur DCMA ; (E) culture sur
G25N (Djaaboub, 2021)

Tableau 4. Les principales mycotoxines et les limites imposées par les Etats-Unis et

['Union Européenne aux niveaux des denrées alimentaires et des aliments pour

animaux (Alshannaq &Yu, 2017).

Mycotoxines

Espéeces Fongiques

Produits alimentaires

Aflatoxins B1, B2,G1,

G2

Aflatoxine M1

Ochratoxine A

Fumonisines B1,

B2, B3

Zéaralenone

Déoxynivalénol

Patuline

Aspergillus flavus

Aspergillus parasiticus

Métabolite de 1'aflatoxine

B1
Aspergillus ochraceus

Penicillium verrucosum

Fusarium verticillioides

Fusarium proliferatum

Fusarium graminearum

Fusarium culmorum

F.graminearum F.culmorum

Penicillium expansum

Mais, blé, riz, arachide, sorgho,
pistache, amande, arachides, noix,
fig.

Le lait et leurs produits

Céréales, fruits secs de la vigne,

vin, raisins, café, cacao, fromage

Mais, mais, produits, sorgho

asperges

Céréales, produits céréaliers, mais,
blé, orge

Céréales, produits céréaliers

Pommes, jus de pomme et

concentré
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Ces mycotoxines représentent un risque potentiel pour la santé humaine et animal et la
contamination des aliments par ces molécules toxiques est devenue une des préoccupations
majeures de nos jours surtout que le nombre de ces contaminants est en augmentation sans cesse
dans la nature. (Rachelle, 2017). La lutte biologique contre ces mycotoxine vise a contrdler ces
molécules toxiques aux moyens d’agents de lutte biologique (Biological contréle agent: BCA)
ainsi que les produits qu’ils en dérivent, mais ; cette lutte a ét¢ freinée longuement par la

position dominante de la lutte chimique (Messaleti ,2018).

Dans la littérature, les LAB ont été recensées pour leurs propriétés antifongiques (Olga
Djossou, 2011) et les recherches sur 1’activité antifongique chez ces antagonismes microbiens
ont commencé a la fin des années 50 avec Guillo (1958).11 découvrit un produit actif
synthétisé par Lactobacillus acidophilus ayantun effet inhibiteur contre Candida albicans.
Wiseman& Marth démontrérent en (1981) que Streptococcus lactis C10 était capable
d’inhiber A. parasiticus par le biais d’une molécule non connue a cette époque. Plusieurs
équipes de recherches ont pu identifier plusieurs substances antifongiques produites par les
LAB. Il est rapport¢ que le genre Lactobacillus est le plus pertinent en matiere de lutte
antifongique et anti-mycotoxicologique (Luchese & Harrigan, 1990), suivi des genres
Lactococcus et Leuconostoc puis les Pediococcus, Enterococcus et Weissella. Cependant, les
genres Streptococcus et Carnobacterium sont les moins intéressants. Laref & Guessas, 2013
ont montré une bonne activité¢ d’antagonisme fongique de six souchesde Lactobacillus isolées
du lait de chamelle, de la carotte et d’ensilage vis-a-vis d 'Aspergillus sp, par la méthode de
double couche et de confrontation. Par contre, aucune inhibition n’a été détecté via le
surnageant de ces isolats. Guo et al., ont montré en (2012) I’activité antifongique de 220
souches de Lactobacillus, isolées a partir de plusieurs échantillons (porcs, nourrissons, souris,
vache, fromage et céréales), contre trois champignons dermatophytes : Microsporum canis,
Microsporum gypseum et Epidermophyton floccosum. Leur activité a été criblée d’abordcontre
A. fumigatus et A.niger. Les résultats obtenus montrent que seulement 8 souches ont uneforte
activité antifongique : L. brevis JJ2P, L. brevis L1105, L. arizonesis R13, L. arizonesis R14, L.
casei R4, L. casei R21, L. reuteri eelp et L. reuteri M13.

Les interactions entre les bactéries lactiques et ces métabolites toxiques ont plusieurs origines
possibles soit par : stimulation des mycotoxine c’est —a-dire leur production est induite en
présence de LAB. Hassan & Bullerman en (2008) ont indiqué une augmentation significative
de la production de la FB1 et de DON respectivement chez Fusarium proliferatum M 5991 et
F. graminearum R 4053 lorsqu’ils sont cultivés simultanément en milieu liquide avec Lb.

paracasei subsp. Tolerans, soit par dégradation des mycotoxine par les bactéries lactiques
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a titre d’exemple : Les bactéries mésophiles de Leben marocain (Lactococcus lactis en
culture pure ou combiné avec Lactococcus diacetylactis) permettent une destruction totale de
I’aflatoxine M1, contre une destruction de 58% seulement par Lactococcus diacetylactis
(Khaddor et al., 2003) ou par une interaction qui conduit a une inhibition de I’un de ces
microorganismes et de ses métabolites toxiques comme 1’association de Streptococcus lactis
avec Aspergillus flavus réduit les teneurs en aflatoxines, en paralléle, [ ’Aspergillus flavus, réduit
la croissance de Streptococcus lactis et affecte la morphologie de la cellule bactérienne

(Laref,2014).

Ces molécules antifongiques synthétisées par les bactéries lactiques peuvent étre :

e Les acides organiques
Sont les principaux composés produits par les LAB au cours de la fermentation.Il existe
plusieurs acides comme 1’acide lactiques qui est produit majoritairement, mais aussi I’acide
acétique, qui est produit en fortes concentration (g/L ou g/Kg) (Stiles, 1996 ; Ross et al., 2002,
Leyva Salas et al., 2017). Ces acides organique faibles sont trés impliqués dans 1’activité
antimicrobienne (Caplice et al., 1999), mais leur introduction va dépendre de la constante de
dissociation pKa de ces acides et du pH de 1’aliment. Lorsque le pH est inférieur ou égal au
pKa, I’acide sera de forme non dissociée, plus hydrophobe, pouvant traverser facilement la
membrane plasmique. Une fois a I’intérieur de la cellule, 1’acide se dissocie et entrainer une
accumulation de proton H + dans le cytoplasme et le pH interne diminue. Ce déséquilibre va
inhiber les principaux processus métaboliques (Mollapour & Piper, 2008, Blagojev et al.,
2012). De plus, cela poussera la cellule a se rééquilibrée par 1’addition d’ions hydrogenes via
I’exportation en dehors du compartiment cellulaire, mais au détriment d’une énergie élevée qui

est normalement utilisée pour la croissance cellulaire et autres processus métaboliques.

e Les acides gras
Ces acides gras sont synthétisés par les LAB & partir d’acides aminés et des lipides présents dans

I’aliment. Ils ont un réle importants dans les propriétés organoleptiques, comme [’élaboration des
flaveurs de certains produits laitiers (Ganesan et al., 2004). Ces acides peuvent aussi induire des effets
antifongiques s’ils sont en quantités suffisantes (Bergsson et al., 2001; Sjogren et al., 2003). Ils
agissent en s’introduisant dans des membranes fongiques grace a leurs pouvoir lipophiles, altérant ainsi
leurs fluidités et intégrités (Avi & Bélanger, 2001 ;Strom, 2005). Certains de ces acides gras peuvent

aussi interférer dans la germination
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des spores (Strom, 2005).A titre d’exemples, les acides 3-(R)-hydroxytétradécanoique, 3-
hydroxy-5-cis-dodécenoique, 3-(R)- hydroxydodécanoique et 3-(R)-hydroxydécanoique sont
produits par Lactobacillus plantarum MiLAB14 et sont trés actifs contre plusieurs moisissures

du genre Penicillium (P. roqueforti, P. commune), Aspergillus (A. nidulans, A.fumigatus) et des

levures comme Kluyveromyces marxianus, Rhodotorula mucilaginosa et Pichia anomala

(Sjogren et al., 2003).

e . Les composés peptidiques

Les LAB ont la capacité de produire plusieurs composés peptidiques antifongiques tels que les
bactériocines ou les dipeptides cycliques. le mode d’action des bactériocines n’est pas encore
trés bien détaillé, il existe plusieurs études qui ont décelé que ces peptides agissaient
essentiellement sur la membrane cytoplasmique en y formant des pores, provoquant ainsi
I’endommage et la perte du matériel intracellulaire (Ross et al., 2002 ; Dortu, 2008 ; Dortu
& Thonart, 2009).1ls existent des bacteriocines pouvant endommager la paroi et réduire la
taille des hyphes des moisissures A. niger, A. oryza, A. flavus et F. oxysporum.ces bacteriocine
sont produit par Lb. plantarum YML0O07 (Ahmad et al., 2013).

Les LAB produisent aussi les dipeptides cycliques, qui sont des composés intermédiaires
pendant la production des peptides non ribosomiques, présentant une activité antifongique
contre diverses moisissures (Schwarzer et al., 2003).Parmi ces peptides la cyclo(L-Leu-L-Pro)
et cyclo(L-Phe-L-Pro) produits par Lb. plantarum FST 1.7 présentaient une forte activité
antifongique contre 4. niger, F. graminearum, F. culmorum, F. oxysporum et P. roqueforti (Dal

Bello et al., 2007).
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I1.1.Premicére partie : Isolement, identification et caractérisation des
bactéries lactique

IL.1.1. Echantillonnage : trois types d’échantillons ont été prélevé a partir de la région

deNaama : lait de chamelle, le grain de pollen, la margine d’olive.

e Lait Chamelle
Le lait de chamelle est un liquideblanc opaque, a la traite et lors des transvasements il forme

une mousse en raison notamment de la structure et de la composition de sa matiére grasse,
avec un gout assez doux légeérement apre, acide, sucré et parfois méme salé et un aspect plus
visqueux que le lait de vache. C’est un milieu propice pour le développement de plusieurs
microorganismes. Ce lait il se caractérise par une composition biochimique et des paramétres
physiques qui influent sur les types des microorganismes qui peuvent le peupler par rapport
aux autres laits (Boussouar, 2017) pour cela nous avons prélevé un échantillon a partir de la

région de Naama (khaiter) dans des flaconsstérile.

e Grain du pollen
Ce grain est une cellule qui un role déterminant dans la reproduction sexuée des végétaux. Il

s'agit du vecteur de 1'¢lément male des plantes a fleurs. Toutefois, ce n'est pas leurseul role
biologique, d'ou leur contenu vivant, a valu a ces particules microscopiques leur intérét

scientifique (thérapeutique et pharmaceutique) nous avons pris cet échantillon chez un épicier.

e La margine d’olive
Est un produit fermenté dérivé de 1’huile d’olive. Elle représente le résidu d'huile d’olive qui

formeun dépot noir (mélange de pulpe et d’huile d’olives) au fond des barils de conservation.

Le prélevement de cet échantillon a été effectué industriellement.
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A B C
Figurel3. Photos échantillonnage A : Grain de pollen, B : margine d’olive, C : lait
de chamelle

I1.1.2. Isolement
I1.1.2.1. Isolement des bactéries lactiques : (Lait de chamelle)

Dilution : consiste tout d’abord, a préparer la solution mere du lait en mettant 1ml du lait dans 9
ml d’eau physiologique stérile, suivie d’une agitation pendant 3 min en suite, la préparation est
laissée se décanter. La solution obtenue a servi a préparer des dilutions décimales par 1’ajout
successif de ImL de la solution précédente a 9 ml d’eau physiologique stérile jusqu’a I’obtention
de la dilution de 107° (Jérome et al., 2004).

Ensemencement : Un volume de 0.1 ml de chacune des dilutions indiquées est déposée sur des
boites de Pétri contenant le milieu gélos¢ MRS, puis étalé uniformément avec un étaloir stérile
par un mouvement de rotation sur I’ensemble de la surface de la gélose. Enfin, lesboites sont
incubées a 30°C pendant 24 heures, durée nécessaire pour 1’apparition des colonies de souches

bactériennes (Tortora et al., 2003).

I1.1.2.2. Isolement des bactéries lactiques a partir de grain de pollen

Deux gramme de chaque échantillon de grain pollen sont ajoutés a 100 ml de bouillon MRS;
Apres agitation vigoureuse le mélange est mis a incuber pendant 72 heures a 30°C.

Dilution : Une série de dilution décimale est réalisée dans de I’eau physiologique stérile, 100ul
de chaque dilution sont étalé sur le milieu MRS agar précédemment stérilisé et coul¢ dans des
boites de Pétri. Les boites ensemencées sont incubées a 30°C / 48h dans des conditions

d’anaérobiose.
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I1.1.2.3.Isolement a partir de la margine d’olivier

Iml de ’echantillon a été pipté aseptiquement dans un 9ml d’eau physiologique et des dilution
décimales ont été réalisées jusqu’a (107%). 100ul de chaque dilution sont étalé sur le milieu

MRS agar précédemment stérilisé et coulé dans des boites de Pétri. Les boites ensemencées

sont incubées a 30°C / 48h .

I1.1.3.Purification des bactéries lactiques
Des colonies de chaque boite ont été prises, aléatoirement, et repiquées sur MRS bouillon et
incubées a 30°C. Apres 18h d’incubation, nous avons ensemencé les colonies en surface sur

gélose MRS selon la technique des quadrants. (Djaaboub, 2021).

I1.1.4.Conservation des isolats lactiques
La conservation des isolats purifiés est réalisée par ensemencement sur gélose inclinée a tube.
Apres incubation a 37°C pendant 18h, les tubes sont conservés a +4°C, le renouvellement des

cultures se fera toutes les 3 semaines (Saidi et al., 2002).

(1) : Méthode de conservation de courte durée

Repiquage \\

¥ Conservation a 4°C
Incubation a
température

optimale pendant
48h

Croissance

bactérienne
Gélose MRS inclinée

Figureld. Technique de conservation de courte durée des bactéries lactiques (Ouiddir,

M, 2019)

I1.1.5.Caractérisation morphologique

I1.1.5.1 Examen macroscopique

Il consiste a relever la taille, la forme, le contour et la couleur des colonies des cultures
bactériennes. Des ensemencements ont été réalisés sur plusieurs milieux de culture sélectifs
notamment MRS, M17, BHI, CATC afin d’identifier le genre des souches lactiques sélectionnées

et étudi¢es. Chaque milieu a été ensemencé par une colonie jeune de bactérie lactique et incubé
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pendant 24 heures a 30°C. Au bout de 15h, les colonies de Streptocoques lactose-positives sont

déja visibles sur M17 ; tandis que les entérocoques sont observables sur milieu CATC et BHI.

I1.1.5.2 Observation microscopique
I1.1.5.2.a. Observation a I’état frais

La technique consiste a déposer une goutte d’eau physiologique stérile sur la lame en verre
propre, puis a 1’aide d’une anse de platine stérile, apporter un prélévement bactérien de la
colonie a identifier et la dissocier dans la goutte d’eau physiologique, ensuite recouvrir la
lame par une lamelle en évitant la formation de bulles d’air, I’observation est réalisée au

microscope optique.

I1.1.5.2.b. Coloration de Gram

Apres I’examen des colonies a I’ceil nu sur différents milieu gélosé, les souches lactiques ont
¢té soumises a la coloration de Gram qui présente un double intérét : elle permet a la fois
d'observer la morphologie bactérienne (forme, taille, mode de regroupement...) et de mettre en
¢vidence les propriétés de la paroi (Gram+ ou Gram-). L’observation microscopique des

cellules a été réalisée avec 1’objectif a immersion (x100). Annexe2

I1.1.6.Caractéres physiologique

I1.1.6.1 .Croissance a différentes températures

Apres inoculation du Bouillon MRS par les cultures jeunes des souches lactiques sélectionnées,
les tubes ont été incubés pendant 24ha48h aux températures 10°C, 37°C,45°C.la croissance
bactérienne est appréciée par examen des milieux. (Djaaboub, 2021)

11.1.6.2. Etude thermo résistance

Des cultures jeunes ont été ensemencées dans du tube bouillon MRS et exposés a un chauffage
a 63°C pendant 30min puis ont ¢té incubés a 30°C pendant 24ha48h (Djaaboub, 2021)
I1.1.6.3. Croissance a différent concentration de NaCl

Les souches lactiques ont été ensemencées sur des bouillons hypersalés a 4.5%,6.5%, 9% de
NaCl et incubés a 37°C pendant 48h. L’aptitude a croitre sur ces milieux se traduit par
I’apparition d’un trouble (Djaaboub,2021).

I1.1.6.4. Croissance a différent pH

Des cultures jeunes ont été ensemencées dans Sml de bouillon MRS a différents pH 4.4, 6.5, 9.6

les cultures ont été incubés a 30°C pendant 48h.Aprés incubation, la croissance bactérienne a
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été déterminées par 1’apparition d’un trouble (Guirad,1998).

I1.1.7.Caractérisation biochimique

I1.1.7.1. Recherche de la catalase

Emulsionnant la culture bactérienne a tester dans une solution fraiche d’eau oxygénée a 10
volumes. Un dégagement gazeux abondant sous forme de mousse traduit la décomposition de
I’eau oxygénée sous I’action de I’enzyme a tester. Ceci refléte des bactéries a catalase positive
(Adnan & Tan, 2007).

I1.1.7.2. Détermination du type fermentaire

Pour différencier les bactéries lactiques homofermentaires de celles hétérofermentaires, il
consiste a mettre en évidence la production de gaz (CO2). Les souches ont été cultivées dans
des tubes contenant du bouillon MRS avec une cloche de Durham pour apprécier la production
de CO2. Apres incubation a 37°C pendant 48 heure, la présence ou 1’absence du gaz dans la

cloche indique le type fermentaire (Kihal et al., 1996 ; Hariri et al., 2009).
I1.1.7.2.Hydrolyse de I’esculine

L’hydrolyse de cet hétéroside est mise en évidence sur le milieu bouillon a I’esculine. 11 a été
inoculé par une culture de 24h et incubé a 30°C pendant 24 a 48h. Une réaction positive se
traduit par un noircissement du milieu di aux sels ferriques solubles et I’esculétine. Pour les
bactéries négatives, le milieu reste inchangé bien qu’il y a une croissance bactérienne (Belarbi,
2011).

I1.1.7.3 Utilisation du citrate

L’utilisation du citrate est détectée sur le milieu Kempler et Mc Kay apres incubation a 30°C
pendant 24 & 48h. Les colonies qui fermentent le citrate sont des colonies bleues ou ayant un
centre bleu (Citr +). En revanche, les colonies incapables de fermenter le citrate restentblanches
(Citr -) (Belarbi, 2011). Le milieu Citrate de Simmons coulé en tube incliné a été aussiutilisé
pour 1’étude de I’utilisation du citrate comme seule source de carbone par les germes. Il
contient un indicateur de pH qui est le bleu de Bromothymol ; ce qui confére au milieu une
coloration verte a I’état acide. Les germes qui utilisent le citrate comme seule source de carbone

entrainent une alcalinisation du milieu, d’ou le virage du vert au bleu (Boussouar, 2016).
11.1.7.4 Hydrolyse de I’arginine (ADH)

La technique consiste a ensemencé 50ul de solution bactérienne, (de chaque souche lactique),
dans un mini puits de microplaque contenant 200ul de bouillon Moéller arginine, (plus un
témoin : Moéller sans arginine), ensuite chaque puits doit étre recouvert avec 4 a Smm d’huile
de paraffine stérile et incuber pendant 2 a 6jrs a 30°C, la culture dans le puits témoin se

manifeste par un virage au jaune di a l'acidification du milieu, (métabolisme du glucose),
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(Larpent-Gourgaud et al., 1997; Carr et al., 2002). La dégradation de I’arginine aboutissant
a la formation d’ammoniaque est révélée par une alcalinisation du milieu qui devient violet.

I1.1.7.6. Test mobilité mannitol
Ce test permet 1’étude de la dégradation du mannitol et la recherche de la mobilité des bactéries.
L’ensemencement a été effectué par piqure centrale en utilisant le milieu mannitol mobilité
semi-solide. Le tube est ensuite incubé a 37°C pendant 24 a 48h (Boussouar, 2016).
11.1.7.7. TSI (Triple Sugar Iron)
Pour mettre en évidence la fermentation des trois sucres (lactose, glucose et saccharose).nous
avons ensemencement du culot par piqlire profonde et incuber & 30°C (Tabak & Bensoltane,
2012).
Une coloration jaune du culot montre un glucose positif.
Une coloration jaune de la zone intermédiaire indique un saccharose positif.
Un noircissement de la zone joignant la pente et le culot et de gaz (bulles dans la gélose)
pente par une strie médiane indique la production de H2S

I1.1.7.8. Inoculation de la galerie API 20Strep

e Préparation de la galerie
Réunir fond et couvercle d'une boite d'incubation et répartir environ 5 ml d'eau distillée
stérile ou déminéralisée dans les alvéoles pour créer une atmosphére humide.
Inscrire la référence de la souche sur la languette latérale de la boite.

Sortir la galerie de son emballage individuel puis placer dans la boite d’incubation

e Préparation de l'inoculum
Ouvrir ’ampoule D’ Api suspension Médium de 2ml puis a I’aide d’une anse de platine prélever
toutela culture préalablement préparé en réalise une suspension dense : opacité supérieurs a 4

Mc Farland.

e Inoculation de la galerie
Dans les premiers tests de la plaque (VP a ADH) répartir la suspension précédente en évitant la
formation de bulles pour cela, incliner la boite d'incubation vers l'avant et placer la pointe de
la pipette ou de la psipette sur le coté de la cupule :
Pour les tests VP a LAP : environ 100 pl dans chaque cupule. Pour le test ADH : remplir
uniquement le tube.

Dans la deuxiéme moitié¢ de la galerie (tests RIB a GLYG) :
Ouvrir une ampoule d'API GP Medium et y transférer le reste de la suspension, soit 0,5 ml au

minimum.Bienhomogénéise
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Répartir cette nouvelle suspension dans les tubes uniquement. Remplir les cupules des tests
soulignés ADH a GLYG avec de l'huile de paraffine en formant un ménisque convexe.
Refermer la boite d'incubation. Incuber a 36°C + 2°C en aérobiose pendant 4H0O0 - 4H30 pour
une premicre lecture et 24 heures (+ 2 heures) si nécessaire pour une deuxiéme lecture.

e Lecture de la galerie
Apres 4 heures d'incubation : Ajouter les réactifs :
test VP : 1 goutte de VP 1 et VP 2. Test HIP : 2 gouttes de NIN. Tests PYRA, DGAL, BGUR,
BGAL, PAL, LAP : 1 goutte de ZYM A et ZYM B (*).

I1.1.9. Caractérisation technologique et enzymatique

I1.1.9.1.Pouvoir acidifiant

La technique basée sur I’ensemencement de 100ml de lait écrémé et reconstitu¢ a 10%, avec
500ul d’une culture lactique jeune (DO initiale a 620 = 0,5 Mc Farland de 0.08 a 0.1). Le lait
a été, puis en réparti dans des tubes a essais a raison de 10ml/tube et incubé a 37°C a un
intervalle de tempsde Oh, 2h, 4h, 6h, 8h, 24h, 48h. Aprés chaque durée d’incubation, nous
avons mesuré le pH et I’acidité Dornic aprés avoir titré le lait écrémé par la soude Dornic (N/9)
par I’ajout cinq gouttes de phénolphtaléine jusqu’au virage de la couleur au rose pale

persistant au moins pendant 10s.L’acidité est déterminée selon la formule suivante :

Acidité (°D) = VNaOH x10

VNaOH : Volume de NaOH utilisé pour titrer I’acide lactique contenu dans les 10ml de lait.
(Djaaboub ,2021)

I1.1.9.2. Activité amylolytique

L’activité amylolytique a été effectuée en ensemencgant dans un milieu a base d’amidon, on
imbibe un couton tige stérile dans une suspension bactérienne, et on ensemence par une seule
strie sur la surface du milieu. L’incubation des boites s’effectuera a 37°C pendant 4jour. Lors
de la lecture, on ajoute une solution de lugol, I’hydrolyse de I’amidon se traduit par une zone

claire autour des stries (Boussouar, 2017).
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I1.1.9.3. Pouvoir lipolytique

L’activité lipolytique a été réalisé sur gélose MRS additionné du Tween 80 et du Tween 20 a
raison de 1ml/100ml (v/v). Nous avons déposé des disques stériles chargés de 10ul d’une culture
jeune. Les boites de Pétri ont été incubées a 37°C pendant 48 a 72h. Les lipases d’origine
microbienne permettent de transformer les triglycérides en glycérides partiels (mono et di-

glycérides) et en acides gras (Choisy et al., 1984).

11.1.9.3. Pouvoir protéolytique

Le présent test a été effectué sur milieu YMA Ceci afin de mettre en évidence I’hydrolyse de la
caséine par le biais des protéases. L ensemencement de ce milieu est réalis¢ par la méthode des
spots (contact direct). L incubation aura lieu au bout de 24h a 48h a 37°C, puis on note la présence

ou non des zones d’hydrolyse autour des spots (Boussouar, 2017).

11.1.9.4 .Pouvoir coagulant

Nous avons ensemencé des flacons contenant 100ml de lait écrémé stérile reconstitué a 10%,
avec 500pul d’une culture jeune de bactérie lactique. Aprés une incubation a 37°Cependant 24 a
48h, nous avons mesuré le volume de lactosérum exsudé et avons noté 1’aspect du coagulum

obtenu (Bourgeois & Leveau, 1991).

Partie II : L’activité antifongique

La recherche de I’activité antifongique a été réalisée en premier lieu par un test qualitatif, puis
un test quantitatif. Dans cette activité nous avons utilis¢ des souches fongique suivant :
Fusarium graminearum, Aspergillus niger,Aspergillus parasiticus, Aspergillus alliaceus,
Alternaia alternata Alternaria linariae, isolées a partir du tomate et Fusarium
oxysporum,isolée a partir du palmier dattier et Penicillium ssp, Penicillium ssp, Aspergillus

ssp isolées a partir du kadid

I1.2.1 .Test qualitatif (Confrontation)

Les isolats ont été d’abord ensemencés en deux stries sur MRS ou bien dans toute la surface
de la boite, puis incubés a 30°C pendant 48h, ensuite une bouture de champignon a été déposée

au centre de la boite et incubée a 30°C pendant trois jours, (Gerbaldo et al., 2012)
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Ensemencement de la souche bactérie

' Dépot du disque fongique

Milieu de culture MRS gélosé

B

Figurel5 : A : Schéma démonstratif B : photo de la méthode de confrontation directe

I1.2.2. Test quantitatif (Co-culture sur milieu solide)

Cette méthode est décrire par (Florianowicz, 2001). 200ul d’une culture jeune ont été
ensemenceés en profondeur dans 15ml du milieu MRS, puis un disque stérile de 6mm de diameétre
a été déposé a la surface au centre, puis a été saturé par 10ul de suspension sporale et incubéesa
25°C et le suivi a été réalisé pendant 12 jours. Un témoin a été jugé nécessaire pour chaque
souche fongique, il s’agit, en fait, d’ensemencer la moisissure en I’absence de la bactérie
lactique.la lecture de 1’influence des isolats bactériens déterminer par la croissance radiale des
souches fongiques a été mesurée tous les deux jours dans deux directions perpendiculaires.
L’activité antifongique est exprimée en termes d’inhibition de la croissance de la colonie

fongique comme suit :

DE : diamétre de la colonie dans I’échantillon

DT : diamétre de la colonie dans le témoin
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Le présent de travail porte sur 1’isolement des bactéries lactiques a partir du lait de chamelle, le
grain de pollen, la margine d’olives et la mise en évidence de leur activité antifongique.
I1.1.Isolement et caractérisation morphologique des bactéries lactiques
L’isolement, la purification et la caractérisation morphologique des bactéries lactiques
contenues de chaque échantillons (lait de chamelle, la margine d’olives, grain de pollen) nous a
permis desélectionner 8 isolats bactériens, ceci nous amene a penserqu’il s’agira probablement
des bactéries lactiques.

L’observation macroscopique des isolats bactériens sur les milieux MRS agar, M17 et CATC
révele la présence des colonies rondes de taille variable (d’environ 1.5 a 2 mm de diamétre)
lisses de couleur blanchitres crémeuses de forme circulaires avec un contour régulier et

convexe comme le montre la figure 16.

A

Figure 16. Aspects macroscopique des isolats sur difféerents milieux (A : milieu
M17, B : milieu MRS, C : milieu CATC)
Sur le plan microscopique, I’examen a 1’état frais et la coloration de Gram dévoilent que la
quasi-totalité des isolats sont des cocci (a I’exception faite de I’isolat LABO8 qui est de forme
bacillaire), immobile, a Gram positif, associés en paire, en courte chainette ou en tétrade.

(figurel?7)
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Figure 17. Observation microscopique des isolats lactiques Grossissement *100
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III.1 Caractérisation physiologique
La caractérisation physiologique déterminant les intervalles de croissances en fonction de la

température montre que ’ensemble des isolats sont capables de pousser dans intervalle de
température qui se situe entre 30°C et 37°C avec un maximum de 45°C. Les isolats LABO1 ;
LABO02, LABOS sont incapable de croitre a 10°C tandis que les isolats LABO1, LAB02, LAB03
peuvent résister a 60°C durant 30mn. En ce qui concerne le NaCl et pH, tous les isolats ont la
capacité de croitre a 4,5% voire jusqu’a 6,5% de NaCl, (comme concentration maximale), et

dans un pH qui oscille entre 6,5 et 9 (figurel8).

Figurel8. Résultats de différent test physiologique des isolats 1 : test pH, 2 : test
température, 3 : test concentration NaCl

II1.2 Caractérisation biochimique
Sur le plan biochimique, I’ensemble des isolats sont homo-fermentaire dépourvus de catalase,(a

I’exception de LAB04 et LABO8 qui sont hétéro-fermentaire), incapables de dégrader le
mannitol sauf pour LABO3et LABO06. Les résultats du test TSI montrent que les isolats
LABO3 etlAB06, LABO7, LABOS ont la capacité de fermenter les trois sucres, en revanche,
les isolats LABO1, LABO2 et LABO4 ne fermentent que le lactose et le saccharose. Pour
I’utilisation du citrate comme seule source de carbone et d’énergie, tous les isolats sont
dépourvus de citrate perméase a I’exception de 1’isolat LABOS8 ; cet isolat est incapable

d’utiliser I’arginine (figurel9).
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D E F

Figurel9. Résultats des tests biochimiques A : test fermentation des sucres,B : Test
citrate de Simmons, C: test mobilité, D: test ADH, E: type fermentaire,

F:hydrolyse I’esculline

L’ensemble des résultats de 1’identification phénotypique sont réunies dans le Tableau 5
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Tableau 5. Résultats de [’identification phénotypique des isolats lactiques

Caractéres Profil des bactéries lactiques
Isolats lactique

Morphologique : | LAB01 LABO02 | LABO3 LAB04 | LABO5S | LABO06 LABO07 | LAB0O8
Forme cellulaire | Cocci Cocci Cocci Cocci Cocci Cocci Cocci Bacille
Association Chainette | tétrade | Chainette | Paire Paire Chainette | Paire
cellulaire

Test physiologique
10°C - - + + +/- + + -
30°C + + + + + + + +
37°C + + + + + + + +
45°C - - + +/- +/- +/- - -
60°C + + + - - - - -
4.4 % Nacl + + + + + + + -
6.5 % Nacl + +/- + - + + + -
9 % Nacl - - + - - - - -
pH=4.4 - - - - +/- - - -
pH=6.5 + + + + + + + +
pH=9 + +/- + + + + + +

Test Biochimiques
Type fermentaire | homo homo | homo hétéro | homo | hétéro | homo | Hétéro
Esculine + + + - + - - -
Citrate - - - - - - - +
Arginine + + + + + + + -
Mobilité - - - - - - - -
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IT1.4.Caractérisation technologique et enzymatiqu

I11.4.1.Pouvoir acidifiant

Résultats

L’étude du pouvoir acidifiant consiste a suivre 1’évolution du pH des différentes cultures en

fonction du temps et de doser simultanément la production de 1’acide lactique présent dans lait

écrémé, les résultats sont représentés dans la figure 20.

LABO1 o LABOD
Acidité pH Acidité oH
60 7 60 7
50 &\ - 6 50 -6
40 w | 5 40 | | 5
/ -4 -4
30 -
N V -3 -3
20 - - 20 -,
10 L4 10 1
0 T T T T T T T 0 0 T T T T T T T 0
0O 10 20 30 40 50 60 70 80 0O 10 20 30 40 50 60 70 80
Temps Temps
LABO4
Acidité 1ABO3 pH Acidité pH
60 7 60 7
50 - 6 50 - 6
-5
40 -5 40
-4 -4
30 30
L3 -3
20 '/ - 20 _2
10 1 10 1
0 T T T T T T T 0 0 T T T T T T T 0
0 10 20 30 40 50 60 70 80 0 10 20 30 40 50 60 70 80
Temps Temps
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LABO5S LABO6
Acidité pH Acidité pH
60 7 60 7
50 -6 50 k -6
40 2 40 - -0
- 4 - 4
30 30
L3 -3
20 L5 20 A -
10 1 10 -1
O T T T T T T T O 0 T T T T T T T 0
0O 10 20 30 40 50 60 70 80 0 10 20 30 40 50 60 70 80
Temps Temps
LABO7 LABO8
Acidité pH Acidité pH
60 7 60 -7
50 y - 6 50 - 6
40 2 40 -5
——e | 4 —C— = 2
30 30
- 3 / r 3
20 - 5 20 9
10 -1 10 -1
0 ; ; . . . . . 0 0 + T T T T T T T 0
0 10 20 30 40 50 60 70 80 0 10 20 30 40 50 60 70 80
Temps Temps

Figure20. Capacité de production de I’acide lactique dans le lait ensemencépar les

souches isolées.

Le pouvoir acidifiant représente la propriété métabolique la plus recherchée chez les LAB
utilisées dans I’industrie agro-alimentaire car c’est un critére primordial dans la sélection des
souches a intérét .les résultats obtenus montrent que la totalit¢ des isolats présentent une
production progressive en acide lactique a partir de la fermentation du lactose ; la teneur était
de 1.1g/l d’acide lactique a 2.8g/l aprés 2heures d’incubation et au bout de 48 h et 72h la
quantit¢ d’acide était maximale et variait entre 4.9g/1a 5.8g/1(degré acidité 49 °D et 58 °D)
.Cette production est accompagnée d’un abaissement considérable et progressif du pH du

milieu ou les valeurs de pH ont diminués de 6.10 a 5.95.
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I11.4.2.Pouvoir coagulant
Les résultats de la coagulation du lait écrémé montrent que la plupart des isolats sont capables
de coaguler le lait aprés 48h d’incubation a 37°C. Le coagulum formé a une consistance ferme
et visqueuse. Le volume du lactosérum mesuré pour ces souches varie entre 20ml et 55ml selon

les isolats (figure21).

A B

Figure2l. Aspect de coagulation du lait par les souches ensemencées
(A : gel ferme, B : témoin)

I11.4.3 Activité amylolytique, lipolytique et protéolytique
Les résultats du pouvoir amylolitique et lipolytique montrent que tous les isolats sélectionnés
sont incapables de dégrader I’amidon et Tween20+80, respectivement.
En ce qui concerne I’activité protéolytique réalisée sur le milieu YMA, les isolats ont pu croitre
sur le milieu sans un pouvoir protéolytique a I’exception des isolats LABOS5 et LABO6 ouily a

eu apparition d’un halo clair autour de disque avec un diametre de lyse estimé a 12 mm comme

le montre (la figure22).
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A B C
. Figure 22: Résultats des aptitudes A : amylolytique, B : lipolytique, C : protéolytique

I11.3 Résultats de I’activité antifongique

I11.3.1 Résultats qualitatifs (confrontation directe)

Les résultats de la confrontation directe ont été obtenus apres 3 jours d’incubation, Les isolats
ont montré une action inhibitrice totale contre la souche fongique Fusarium graminarum a
I’exception de la souche LABOS ou le contaminant fongique s’est développé dans la boite avec
un diametre de 3mm, ce qui signifie que cet isolat est inactif contre cette moisissure en

comparant la croissance radiale avec la boite témoin (tableau6).

Figure23. Confrontation directe par les LAB contre F.graminarum (4) Témoin (B)
résultat positif (C) résultat négatif
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Les résultats obtenus contre Fusarium oxysporum et Alternaria alternata et Alternaria linaria
ont montré une inhibition totale de la croissance ; ce qui indique le fort pouvoir inhibiteur de
ces isolats.

Concernant les résultats des confrontations contre Aspergillus niger, les isolats LABO3/
LAB04/LAB060/LABO8 ont montré une forte efficacité antagonistes; aucune de croissance de
ce contaminant fongique n’a été décelée. Par contre, LABO1, LAB02, LABO5 et LABO7 ont

exercé une inhibition moyenne avec un diamétre qui variait entre 0.9 a 3 mm

Figure 24.Résultats confrontation directe Aspergillus niger

Un effet inhibiteur totale des isolats vis-a-vis Aspergillus alliaceus et Aspergillus parasitucus
a été enregistré sauf pour LAB03, LABOS et LABO8 qui ont un pouvoir inhibiteur moindre,
car le diamétre d’inhibition variait entre 0.6 & 2.3mm.

Pour le genre Aspergillus ssp, seul les isolats LAB06 et LAB04 exercaient une forte inhibition.
En revanche, les autre isolats étaient moins actifs ce qui refléte son résistance; diametre de

croissance est varié¢ entre 1.6 4 2mm comme le montre la figure 25.

Figure25. Confrontation directe contre Aspergillus sp
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En ce qui concerne le genre Penicillium olsonii, les résultats obtenus montrent un fort effet
inhibiteur, a I’exception de LABOlet LABO8 ou une croissance radiale de cette moisissure a
¢été observée.

Pour le contaminant Penicillium chrysegenum, les résultats de la confrontation de 1’ensemble
des isolats montrent une inhibition totale de ce contaminant sauf pour LAB03 et LABO8 (figure

26).

Figure 26. Confrontations directes par les LAB contre Penicillium chrysegenum (A)

Temoin (B) résultat négatif (C) résultat positif

I11.3.2 Résultats Quantitatifs (Co-culture sur milieu solide)

Les résultats de la Co-culture sur milieu solide ont confirmé ceux de la méthode qualitative ; la

quasi-totalité de ces isolats ont pu éradiquer la croissance radiale des 4 souches fongiques a

savoir : F. graminarium, F.oxysporum, Alternaria linaria et Aleternaria aleternata avec un

taux de inhibition de 100% durant 12 jours d’incubation. L’exception est observée pour 1’isolat

LABOS8 ou aucune inhibition contre F.graminaruim n’a été détectée, ce qui indique son faible

pouvoir antagoniste (figure27).
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Figure 27. Résultat de test quantitatif des souche fongiques : (A) Alternaria
linaria (B) F.graminarum

Pour Penecillum chrysegenum, les isolants ont démontré une inhibition totale a I’exception de
LABO3 et LABOS ou les taux d’inhibition étaient de 78% et de 55%, respectivement, apres 12
jours incubation.

Concernant A.niger, les résultats ont montré sa résistance vis-a-vis de LABO1, LAB02, LAB07
ou le taux d’inhibition variait entre 10 % a 18% (figure 28). Les mémes constatations ont été
observées avec le contaminant fongique A.parasiticus ou le taux d’inhibition était relativement

bas (entre 20% et 36%) obtenus avec LAB03, LABOS5, LAB0O7 et LABOS.
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Enfin, le contaminant fongique 4. alliaceus a confirmé le fort pouvoir inhibiteur des isolats,
avec un taux d’inhibition de 100%, a I’exception de 1’isolat LABOS8 ou le taux était estimé a

62%.

Figure 28. Résultats du test quantitatif d’ Aspergill_us-niger
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Figure 29. Courbe représentatif des taux d’inhibition de la croissance
mycélienne par la méthode co-cultures sur un milieu solide entre les souches
fongiques et les souches bactériennes.
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Tableau 6. Résultats de la confrontation directe

Souche

fongique Fusaruim graminarum

isolat LABO1 | LAB02 | LAB03 | LAB04 | LABO5 | LAB06 | LAB07 | LAB0O8 | Témoin

Diamétre 0 0 0 0 0 0 0 3 3.5

inhibition

S.fongique Fusaruim oxysporum

isolat LABO1 | LAB02 | LAB03 | LAB04 | LABO5 | LAB06 | LAB07 | LAB08 | Témoin

Diameétre 0 0 0 0 0 0 0 0 3

inhibition

S.fongique Alernaria linaria

isolat LABO1 | LAB02 | LABO3 | LAB04 | LABOS | LAB06 | LAB07 | LABO8 | Témoin

Diametre 0 0 0 0 0 0 0 0 3

inhibition

S.fongique Alternaria alternata

Isolat LABO1 | LABO2 | LABO3 | LAB0O4 | LABOS | LABO6 | LABO7 | LABOS | Témoin

Diametre 0 0 0 0 0 0 0 0 1.6

inhibition

S.fongique Aspergillus niger

isolat LABO1 | LAB02 | LAB03 | LAB04 | LABOS | LAB06 | LAB07 | LAB08 | Témoin

Diamétre 1.2 0.9 0 0 3 0 0.7 0 33

inhibition

S.fongique Aspergillus parasitucus

Isolat LABO1 | LAB02 | LABO3 | LAB04 | LAB0O5 | LAB06 | LAB07 | LAB08 | Témoin

Diamétre 0 0 1.7 0 1.6 0 2 2.7 3

inhibition

S.fongique Aspergillus ssp

Isolat LABO1 | LAB0O2 | LAB03 | LAB04 | LABO5 | LAB06 | LAB07 | LABO8 | Témoin

Diamétre | 2.4 1.6 1.3 0 1.9 0 1.7 1.9 2.9

inhibition
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S.fongique Aspergillus alliaceus

Isolat LABO1 | LAB02 | LAB03 | LAB04 | LABOS | LAB06 | LAB07 | LABO8 | Témoin
Diamétre 0 0 0 0 0 0 0 0.8 2
inhibition

S.fongique Penicillium olsonii

Isolat LABO1 | LAB02 | LAB03 | LAB04 | LABOS | LAB06 | LAB07 | LAB08 | Témoin
Diamétre 0.9 0 0 0 0 0 0 1.1 2
inhibition

S.fongique Penicillium chrysegenum

Isolat LABO1 | LAB02 | LAB03 | LAB04 | LABO5S | LAB06 | LAB07 | LAB08 | Témoin
Diamétre | 0 0 0.9 0 0 0 0 1.2 2.8
inhibition
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La qualité sanitaire des produits alimentaires peut étre menacée par une large gamme de
contaminants, incluant les souches fongiques. Cette contamination est a I’origine de la
détérioration de la qualit¢ des aliments et cause de graves problémes sanitaires aux
consommateurs due aux différents mycotoxines sécrétées, dont certaines présentent des défis
considérables en matiére de sécurité alimentaire (Sadiq et al., 2019).

Malgré I’avancement technologique dans le domaine de la science et 1’utilisation de nombreux
processus physiques et chimiques visant I’inhibition de la prolifération fongique, I’étre humain
est en recherche continue d’ un moyen de lutte contre ce fléau persistant et qui demeure un
grand défi pour les industries alimentaires (Oranusi et al., 2013).Ainsi, de nombreux études se
sont orientées vers des alternatives ‘‘Bio’” en I’occurrence, 1’utilisation des micro-organismes
afin de stopper ou éradiquer cette contamination.

Notre étude s’inscrit dans ce contexte de bio controle des champignons toxinogeénes par des
bactéries lactiques . L’échantillonnage a été effectué a partir de produits de terroir issus de la
région de Naama en vue de leur évaluation. Ces produits sont : le lait de chamelle, les grains de
pollen, la margine d’olive. De ce fait, 8 souches bactériennes ont pu étre isolées et ont fait
I’objet d’une identification phénotypiques a savoir : caractérisation morphologique,
physiologique et biochimique.

L’¢étude des caracteres microscopiques ont montré que les 8 isolats sont des cocci a Gram positif
a ’exception de I’isolat LABOS qui est de forme bacillaire. Les coques sont immobiles, isolées,
arrangés en diplocoque ou en courte chainettes, .Selon Joffin &Leyral (1996), la classification
primaire des isolats peut étre réalisée sur la base de la coloration de Gram, la morphologie
cellulaire des colonies et leur mode de regroupement. L’identification macroscopique des
isolats sur les différents milieux notamment MRS, M17, CATC, montre que les colonies sont
rondes de forme réguli¢res et de couleur blanchatre, ce qui correspond aux traits majors des
bactéries lactiques (Franz et al., 1998).Et catalase négatif la plupart sont homofermentaires ,ils
ont montré une résistance aux stress rencontrés dans I’environnement (10°C<T°<45°C, thermo-
résistance a 60°C pendant 30mn, 4,4<pH<6.5 et 4,4%< NaCl< 9%),capable de dégrader
I’esculine et ADH positif .

A la lumiere des caractéres macroscopique et biochimique et en se basant sur les
caractéres physiologiques précisés par le Bergy’s Mannuel, on peut présumer que ces 8 isolats
appartiennent aux genres : Pediococcus (LABO02), Lactobacillus (LABOS), Enterocoque
(LABO3, LABO06), Lactocoque (LABO1, LABOS et LAB07) et Leuconostoc (LAB04).

La dégradation des carbohydrates a été é¢tudiée par la galerie API 20Strep pour les enterocoque
et lactocoque. L’exploitation des résultats de cette galerie nous a permis de classer ces isolats

en Genre/Espece comme telle : Enterococcus faecium (LABO03) avec une probabilité de 83%,
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Enteococcus avium (LABO06) avec une probabilité de 87%, Lactococcus ssp lactis (LABO1)
avec une probabilité 62%.

Le second objectif de ce travail est la caractérisation technologique de nos isolats afin de
sélectionner les souches a intérét antifongique.

Lors de cette caractérisation, on s’est intéress¢ a I’activité acidifiante qui consiste a suivre,
d’une part I’évolution du pH des différentes cultures en fonction du temps et d’autre part, de
doser simultanément I’acidité totale par la soude. Il semble que la plupart des isolats identifiées
dans cette é¢tude ont une activité acidifiante modérée et sont capables d’abaisser le pH entre
5,18 et 4,15 aprés 72h d’incubation ces résultats sont similaires avec les travaux de (Boussouar,
2017) et (Djaaboub, 2021) qu’ils ont trouvé qu’une bonne culture starter productrice d’acide
réduira le pH du lait de sa valeur initiale de 6,6 a 5,3 en 6h a 30°C.

La fonction acidité se manifeste par I’hydrolyse de lactose grace a la béta-galactosidase pour
produire le glucose et le lactose .Ces derniers sera fermenté pour produire des composés acides
,du gaz carbonique ou de I’alcool, cette production de composés va entrainer une baisse de pH
qui peut induire des odeurs et des gouts particuliers (Boullouf, 2016) .

Le pouvoir protéolytique des bactéries lactiques peut se manifester soit par une production
d'enzymes exo-cellulaires qui accompagne le développement microbien, soit par une libération
d'enzymes endo-cellulaires apres la lyse des cellules bactériennes (Djaaboub, 2021). Leur
action protéolytique a un impact significatif sur le développement du goit, ardme et texture
(Ilkay & Zubeyde, 2014). La majorité de nos isolats présentent une faible activité protéolytique
a D’exception au genre Enterococcus et Lactococcus ssp qui ont montré une activité
protéolytique traduite par I’apparition d’un halo clair avec un diamétre de 12 mm. Ces isolats
possedent des protéinases et des peptidases nécessaires a la dégradation des protéines du lait en
acides aminés. Notons que la souche bactérienne est dite protéolytique si elle présente une zone
de lyse entre 5 et 15mm de diameétre (Djaaboub, 2021). De ce fait, selon cette définition, les
isolats sont considérées comme protéolytiques.

Nos résultats sont en concordance avec la classification de Yelnetty et al., (2014) ou ils ont
montré que les bactéries qui possede un pouvoir protéolytique de diamétres varie entre 10 a
15 mm sont des souches moyennement protéolytiques .

En ce qui concerne 1’activité lypolytiques des bactéries lactiques, la lipolyse est un processus
important dans la maturation du fromage en raison de son réle dans le développement du gott
et de la texture du produit final .Ceci est obtenu par hydrolyse enzymatique du triglycérides en
acides gras, et qui peut étre considérer comme un précurseur d’aromatisation tels que les
méthylcétones, les alcools secondaires, les esters et les lactones (Boussouar, 2017). Nos

résultats obtenus dans cette étude ont montrent que les entérocoques sélectionnées n’ont pas
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une activité lipolytique, ces résultats corroborent ceux signalés par Boussouar (2017). Pour les
d’autre genre, ils se sont avérés lipase négative. Ce résultat peut étre relié a la source lipidique
utilisé lors du test. En fait, Rahil (2015) déclare que 1’action lypolytique des Lactocoque et
Enterocoque est significative en présence de 1% de I’huile d’olive en comparaison avec les
substrats lipidiques artificiels.

L’activité amylolytique a été évaluée sur un milieu a base d’amidon; aucune activité n’a été
remarquée chez nos isolats sélectionnés. Ces résultats sont similaire avec ceux Boussouar
(2017) concernant les Enterococcus (LAB03et LABO06) et Belharma (2017) pour les
Pediococcusssp et Lactobacillus ssp, car la synthése de I’amylase est une caractéristique rare
pour les bactéries lactiques tel affirmé par (Girand et al., 1994).

Un autre pouvoir a été évalué, celui de la coagulation du lait, tous les isolats lactiques ont été
capables de coaguler le lait écrémé. Le coagulant formé présent un aspect ferme et visqueux.
Cette coagulation peut étre provoquée par la transformation progressive du lactose du lait en
acide lactique ce qui entrainer 1’abaissement du pH et la coagulation du lait.

Depuis des années, plusieurs travaux réalisés ont prouvé que les bactéries lactiques peuvent étre
une solution intéressante vis-a-vis des contaminations fongiques et de leurs toxines associées
(Saladino et al., 2016 ; Al-Haik et al., 2017 ; Juodeikiene et al., 2018 ; Shehata et al., 2019
; Marti-Quijal et al.,2020). Ainsi, la deuxiémes partie de notre travail expérimental est
consacré¢ a la recherche et 1’évaluation de Dl’activité antifongiques de ces isolats lactiques
sélectionnées vis-a-vis de 10 souches fongiques indicatrices (Fusarium graminaruim s28, F.
oxysporum, Aspergillus niger, A. alliaceus, A. parasiticus , Aspergillus ssp ,Alternaria linaria,
A. alternata ,Penicillum .chrysegenum et Penicillum ssp).

Les résultats de ’activité antifongique des 8 isolats lactiques obtenus par la méthode de
confrontation, a révél¢ le fort pouvoir inhibiteur de I’ensemble des bactéries lactiques vis-a-vis
de la croissance mycélienne des F. graminearum, F. oxysporum, A. linaria, A. alternata , A.
alliaceus et Penicillium chrysegenum, Penicillium olsoni. Par contre, ’effet inhibitoire de
Aspergillus niger, A. parasiticus et Aspergillus ssp varie selon les souches lactiques.
L'activité antagoniste de deux souches de LAB (3et 6) identifiées respectivement comme E.
avium et E. fecium, ont montré une trés bonne efficacité antagoniste contre la majorité¢ des
souches Penicillium ssp, A. alternata et A. linaria et F.graminarum, la croissance du mycélium
et des conidies a été inhibée par des souches de bactéries lactiques. Ces résultats sont similaires
a ceux d'autres études menées par (Fhoula et al., 2013; Nora, 2014; Braiek et al., 2018) et
(Zebouri , 2021). En ce qui concerne le contaminant A.parasiticus, les E. fecuim n’a présenté
aucune inhibition, nos résultats sont en discordance avec les travaux de (Serra Djaaboub et

al., 2018) ou ils ont trouvés que E.fecuim présentaient une inhibition de la croissance radiale
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jusqu’a 73,89%. Cette inhibition peut s'expliquer par le fait que les isolats lactiques peuvent
sécréter des acides organiques, des toxines et autres produits antifongiques.

Selon la littérature, Lactobacillus ssp (LAB 05) est rapportée comme une des especes les plus
¢tudiées pour ses propriétés antifongiques (Zbbouri, 2021). (Sadiq et al., 2019), ont montré
une tres faible activité antifongique de ce genre contre Alternata.et A.alternaria linaria . Nos
résultats ne sont pas similaires avec ses travaux ou nos isolats avaient une trés bonne efficacité
antagoniste contre ces contaminants. Aussi, les résultats de Fowoyo et al., 2015, ont montraient
que les Lactobacillus n’exergaient pas trés bonne inhibitions contre A.niger, ce qui n’est pas
le cas avec nos Lactobacillus , ou on a pu montrer qu’ aprés 24h d'incubation, A. niger était
inhibé de 2mm .

Pour les contaminants fongiques Penecillum ssp et F.oxysporum, les lactobacillus présentent
une inhibition totale, ce qui représente une forte activité antagoniste. Nos résultats prouvent les
travaux de (Youcef et al .,2008) qu’ils ont trouvé une bonne inhibition contre ces contaminants .
Cette inhibition peut étre provoquée par les dipeptides cycliques produits par Lactobacillus
capables de retarder la croissance de certaines moisissures.

En 2020 Nebia Zebboudj et ses collaborateurs ont établis une étude pour tester ’activité
antifongique des bactéries lactiques appartenant au genre Leuconostoc ssp, ils ont prouvé que
cette souche peut réduire de manicre significative la croissance de diverses especes de F.
oxysporuim et F.graminarum ; ces travaux sont en accord avec les notres .En 2019 Ouiddir
et al , déclarent que le genre Lactobacillus ssp présente une activité antifongiques plus
prononcée comparée a celle du Leuconostoc ssp contre Aspergillus, Penicillium. Dans notre
étude, les résultats obtenus sont a I’inverse de ceux rapportés par Quiddir et al.

Et ce qui concerne I’espece Lactococcus lactis ssp lactis, une inhibition totale a été observée
contre F.graminrum avec taux qui pouvait atteindre jusqu'a 100%. Nos résultats sont meilleurs
en les comparant avec les travaux de (Zebboudj et al., 2020), ou la souche Lactococcus lactis
a inhibé la croissance des Fusarium sur MRS avec un taux moyen estimé a 60,5%.et pour le
contaminat Lactococcus ssp a montré un taux d’inhibition faible contre Aspergillus ssp A.
parasiticus et A.niger ces résultats ne sont pas similaire avec les travaux de (Zebbouj, 2014).
Le genre Pediococcus a exercé un fort antagonisme contre un large panel de souches fongique
(F.graminrum ,Aspergillus alliaceus ....). Ce large spectre est un avantage significatif pour
l'utilisation dans la lutte biologique, ce genre est trés actif et réduit les populations des
contaminants fongiques et la production des toxines (Ngang et al., 2015).

Cette inhibition peut étre due aux:
e Les acides organiques qui agissent sur la membrane plasmique en neutralisant son
potentiel électrochimique et en augmentant sa perméabilité. La forme hydrophobe de
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l'acide diffuse sur la membrane cellulaire et se dissocie a l'intérieur de la cellule libérant
ainsi des ions qui acidifient le cytoplasme ex: acide acétique est le métabolite
antifongique le plus efficace produits par les bactéries lactiques (Ouiddir, 2019)

e la compétition nutritionnelle entre pathogeéne /antagoniste pourrait avoir un impact sur
I’activité¢ antifongique en limitant les ¢éléments nutritifs essentiel a la croissance des
contaminants (Siedler et al., 2019) .

e production des peptides antifongiques.

e et enfin la composition du milieu culture MRS qui peut avoir un impact important sur
I'expression de l'activité antifongique, car il contient de l'acétate, qui peut augmenter

l'activité antifongique des bactéries lactiques.
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Conclusion

Au terme de ce travail de fin d’étude, nous rappelons que 1’objectif recherché est la réalisation
d’une étude visant sur 1’identification et la sélection des bactéries lactiques isolées a partir de
nos produit de terroir , et de déterminer leur pouvoir antagoniste contre les champignons
toxinogenes qui pose des problémes économiques en raison de leur production d’une variété de
mycotoxine.

Dans cette étude nous avons ciblé les bactéries lactiques car elles sont parmi les bactéries les
plus décrits dans littérature comme agent de préservation par excellence di a leur caractére
GRAS et leurs aptitudes technologiques intéressantes. A I’issue de ce travail, des bactéries
lactiques ont été isolées a partir des échantillons de quelques produits de terroir qui sont le lait
de la chamelle, les grains de pollen et la margine d’olive sur milieu MRS et purifiées. Les isolats
ont subi une série de tests morphologiques et culturaux (étude macroscopique et microscopique)
et des caractéres biochimiques (recherche de la de catalase, production de gaz) les tests
physiologiques (température, pH, salinité..) les résultats obtenus, nous a permis une pré-
identification de 8 isolats appartenant aux genres : Lactobacillus, Enterococcus, Lactococcus,
Leuconostoc et Pediococcus. Ces genre identifiés ont été retenu par suite pour une évaluation
de leur aptitude technologique, ils ont démontré un pouvoir acidifiant modéré couplé a un degré
d’acidifiant variant de 49 et 58°D’aprés 48h d’incubation a 37°C .Concernant I’activité
protéolytique, certains isolats possédent un pouvoir protéolytique moyenne, a I’instar, le
pouvoir lypolytique, nos isolats sont lipase négative. En matiére d’aptitude antagoniste, nous
avons constaté que nos bactéries lactiques présentent une efficacité antifongique allant jusqu’a
100% d’inhibition vis-a-vis les champignons toxinogene.

A la lumiére de ces résultats obtenus, il apparait que nos produits de terroir renferment une
niche écologique importante pour I’isolement des bactéries lactiques avec des applications
biotechnologiques potentielles. Ces résultats confirment notre hypothése de départ : les LAB
représentent une voie prometteuse pour la production des substances antifongiques utilisées
dans la bio-conservation des aliments, et par leur innocuité, leur aptitudes technologiques et
antimicrobiennes, semblent étre de bons agents contre les moisissures et leur toxines associes,
et apparaissent comme une solution parfaitement envisageable pour augmenter la DLC et
remplacer les conservateurs chimiques dans les produits alimentaires.

Les résultats obtenus au cours de ce travail permettent d’envisager plusieurs recommandations
et prescriptives :
e Identification moléculaires des souches lactiques isolées.

e Exploitation des performances technologique des bactéries lactiques isolées.

57| Page



Conclusion

e Optimisation de I’aptitude antagoniste des bactéries lactiques en vue de les utiliser

comme des cultures protectrices.

e Tester les cultures antifongiques dans d’autres produits alimentaires.
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Annexe N°1 : milieu cultures utilisés

Milieux de culture pour 1000ml d’eau distillée
PDA
Pomme de terre (macération 500ml de filtrat)

Sucrose
Agar

=
7~
2

Peptone

Extrait de viande
Extrait de levure
Sodium acétate
Di-potassium hydrogénophosphate
Polysorbate 80
Ammonium citrate
Magnésiumsulphate
Manganésesulphate
Glucose

Tween 80

Agar

=
p

Extrait de levure

Extrait de viande

Tryptone

Peptone papainique

Peptone pepsique deviande
Acide ascorbique

Lactose

Glycérophosphate de sodium
Sulfate de magnésium

Agar

Citrate de Simmons

Sulfate de magnésium

Phosphate de mono-ammoniaque
Phosphate bipotassique

Citrate de sodium

Chlorure de sodium

200g
10g
15¢

2,5¢
S5g
S5g
2,5¢
S5g
0,5g
S5g
19¢
0,25g
15g



Bleu de bromothymol 0,08g
Agar 15g

Mannitol-mobilité

Peptone 20g
Nitrate de potassium lg
Mannitol 2g
Rouge de phénol 40g
Agar 4g
CATC
Peptone de caseine 18¢g
Extrait de levure S5¢g
Potassium 5¢g
Citrate de sodium 15¢
Tween 80 Iml
Agar 15¢
Solutions ajoutée
TTC 0.1g
Carbonate de sodium 2g
Azide de sodium 0.4g
YMA
Peptone Sg
Extrait de levure 3g
Lait écrémé lg
Agar 15¢g

Lait écrémé a 10%
Poudre de lait (0%MG) 100g

Stériliser par tyndallisation, 3 répétions a 100°C pendant 30min



Polypeptone
Extrait de viande
Extrait autolytique
Glucose
Tween 80
Phosphate dipotassique
Acétate de Sodium
Citrate d’ammonium
Sulfate de maganésium
Sulfate de manganése

Extrait de viande de beeuf
Peptone

Chlorure de Sodium
Citrate ferrique
Thiosulfate de Sodium
Lactose

Glucose

Saccharose

Agar

Extrait de levure

Peptone

Esculine

Citrate de fer ammoniacal
Agrar

Peptone

Extrait de levure
NaCl

Amidon soluble
Agar

Bouillon MRS

=
==

Esculline

Gélose a ’amidon

3g
20g
5g
0.3g
0.3g
10g
Ig
10g
12¢g

10g

1g
20g



Annexe N° 2 : Coloration de Gram

Déposer une goutte d’eau distillée sur une lame

Prélever un échantillon de colonie et mélanger avec goutte 1’eau
Sécher par un passage rapide sur la flamme d’un bec benzene
Couvrir le frottis par cristal violet (60s)

Lavage avec I’eau

Couvrir de lugol pendant 30s

Lavage avec I’eau (5s)

Rincer immédiatement le frottis avec I’alcool

Laver a I’eau distillée pendant 5 s

Couvrir avec la fuschine pendant 15s

Déposer une goutte d’huile a immersion sur les frottis et observer au microscope a un

fort grossissement



Annexes N°3 : Résultat du pouvoir acidifiant

Heure Oh 2h 4h 6h 24h 48h 72h

Isolat | pH | D° | pH | D°| pH | D°| pH | D°| pH | D°| pH | D°| pH | D°

LABO1 | 6,07 | 25 | 6,06 | 26 | 6,01 | 20 | 6,06 | 20 | 5,45 | 26 | 5,18 | 37 | 4,95 | 45

LABO02 | 6,08 | 20 | 6,06 | 25 [ 5,94 | 28 | 5,92 | 30 | 5,36 | 38 | 4,94 | 44 | 4,66 | 51

LABO3 | 596 | 17| 6 | 1859219 |5,78|20|525]32|4,95|35]| 4,7 | 49

LAB04 | 593 | 14 | 5,89 | 18 5,92 19 (5,76 | 20 | 5,18 | 30 [ 4,95| 39 | 4,02 | 49

LABOS | 594 | 14 |593 (1959219 |5,77|25|5,14| 30 | 4,88 | 38 |4,13| 44

LAB06 | 594 | 16 | 597 | 16 | 597 | 18 | 5,97 | 20 | 5,25| 39 | 4,56 | 42| 4,2 | 50

LAB07 | 6,05 | 14 | 6,01 | 17 | 6,01 | 16 | 5,85| 20 | 4,16 | 40 | 4,15| 55| 4,03 | 57

LABO8 | 6,1 | 10|6,04| 11 |599| 14 |5,85|15|4,33|51|4,15| 55| 4,1 | 58




Annexes N°4: évaluation macroscopique des champignons

Souche Vers Revers Descriptions
fongique
Aspect F.grami dense
Fusarium et le mycélium est
graminearum d’une couleur rose a
grenat brunatre. le
revers de couleur rubis
La colonie présente
Fusarium une couleur rose a
oxysporum blanche et revers une
pigmentation rose
L’aspect plat,
Aspergillus veloutées, de couleur
niger brun foncé a noir et
leur revers est pale.
Elles sont denses, de
Aspergillus couleur vert jaunatre
parasiticus devenant vert olive
foncé avec I’age. Le
revers de couleur pale
Aspect de mycélium
Alternaia est de couleur blanche
alternata devenant gris et le

revers foncé. grisatre et
un revers marron a

noir.




Alternaria

linariae

Aspect couteneux de
couleur jaune a
blanchatre et revers de

couleur orange foncé

La colonie présente un
aspect couteneux avec
un mycélium de
couleur rose a
blanchatre aprés 7 jour
il devient mauve et
revers couleur rose

pale

La colonie développe

moins rapidement de

Penecillum
contour irrégulier
chrysegenum
couleur blanche et revers
jaune pale
Les colonies de couleur
Penecillum vert, poudreux, revers
olsanii avec une couleur jaune




Annexes N°5 : Résultat profil des isolats lactiques par les galeries 20strep

Sucre
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—+

+

+
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?

?

?
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+

+
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aGAL

BGUR

BGAL

PAL

LAP

ADH

RIB

ARA
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SOR

LAC

TRE

INU

AMD

GLYG




Annexes N°6 : Résultats de I’activité antifongique

souche

fongique

Fusaruim graminarum

Test positif Test négatif

Témoin

Test
qualitatif

Test
quantitatif

souche fongique F,oxysporum

Test positif Témoin

Test qualitatif

Test quantitatif




souche fongique

A. alternata

Test qualitatif

Test positif Témoin

Test quantitatif

souche fongique

Al, linaria

Témoin

Test qualitatif

Test quantitatif




souche
fongique

A,niger

Test positif

Test négatif

Témoin

Test
qualitatif

Test
quantitatif

souche
fongique

A,alliaceus

Témoin

Test
qualitatif

Test négatif

Test
quantitatif




souche
fongique

Aspergillus, ssp

Test positif

Test négatif

Témoin

Test
qualitatif

Test
quantitati
f

souche
fongique

Pen, chrysegenum

Test
qualitatif

Test négatif

Test
quantitatif




souche fongique Asper parasiticus

Test positif Test négatif Témoin
Test qualitatif P
Test quantitatif

souche fongique

Penicillium olsonii.

Témoin

Test qualitatif

Test négatif

Test quantitatif
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