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Introduction

1- Introduction

La préservation des aliments se base essentiellement sur la prévention ou I’inhibition de la
croissance des microorganismes contaminants. Les méthodes physico-chimiques de préservation
provoquent des altérations de qualité nutritionnelle, et organoleptique des aliments, et une
diminution de leurs utilités suite au développement des résistances par les microorganismes
contaminants pathogénes. Cette résistance est attribuée a I’utilisation abusive et souvent prolongée
des produits chimiques, ce qui permet aux souches de développer des mécanismes de résistance.
Face a ces problemes, la recherche scientifique s’oriente vers une approche qui est la
biopréservation (Gould, 2000).

La recherche des bactéries lactiques, qui ont un r6le dominant dans la production de beaucoup de
produits laitiers fermentés, avance avec une vitesse trés impressionnante développant une

alternative dans le domaine de I’alimentation (Caplice et Fitzgerald, 1999).

En effet, les scientifiques exploitent, actuellement, les interactions microbiennes et les potentialités
des bactéries lactiques pour réduire d’une fagon considérable la présence des microorganismes
indésirables et nuisibles pour la santé. Des efforts considérables ont été consacrés pour affermir la
comprehension de la physiologie, la biochimie, la génétique des bactéries lactiques car, en plus de
I’effet protecteur des acides organiques de ces bactéries, la découverte des bactériocine a donné un
élan incroyable pour I’assurance d’une qualité sanitaire meilleure des aliments (Collins et al.,1989 ;
Axelsson, 2004 ; Djadouni et Kihal, 2012).

Les mycotoxines forment un probléme majeur et incontournable pour la santé du consommateur et
la recherche de méthodes de prévention et /ou d’élimination des ses substances constitue un objectif
a atteindre. Les bactéries lactiques peuvent former le socle de cette recherche vu, ces capacités de

résistance et d’attaque.

C’est sur cette logique que décolle le but de ce travail qui vise a mettre mise en évidence de

’activité antimycotoxinogénes et par conséquent 1’activité antifongique des bactéries lactiques.

Pour ce faire, plusieurs approches sont développées comme modele de protocoles expérimentaux en
particulier, la recherche de la moisissure susceptible d’¢élaborer des mycotoxines dans les conditions
de stockage. En signalant que ce travail est une nouvelle vision dans le domaine de la

mycotoxinologie.

Divers éléments sont abordés en étapes de recherche :
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Isolement et purification des bactéries lactiques et du champignon myctoxinogene ;
Identification des ces microorganismes ;

Préparation des milieux de fermentations liquides pour la production des substances
antifongiques et antitoxinogenes des bactéries lactiques ;

Préparation de milieu PDA a base de filtrat des fermentations de bactéries lactiques pour

tester I’effet des bactéries envers le champignon est ces métabolites. .

-
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Revue bibliographigue

2- Revue bibliographique

2.1- Le lait

2.1.1- Généralités

Le lait est un liquide blanc, opaque, de saveur légérement sucrée, constituant un aliment
complet et équilibré, sécrété par les glandes mammaires de la femme et par celles des
mammiferes femelles. Plus jaunatre s’il s’agit de colostrum, mais dans ce cas il n’est pas apte
a la consommation humaine. En effet, le colostrum est le produit sécrété par la mamelle
pendant la premiere semaine post-partum, il est de couleur jaune, posséde un godt salé et amer

ainsi qu’une odeur marquée, critéres qui le distinguent nettement du lait (Alves, 2006 ; Fredot,
2006).

2.1.2- Proprietés physico-chimiques

2.1.2.1- LepH
Le pH du lait de vache varie habituellement entre 6,5 et 6,7 a 20°C : il est donc légerement

acide (Luquet, 1985 ; Wattiaux, 1997).

2.1.2.2- L’acidité titrable
Exprimée en degrées DORNIC, elle correspond a une quantité d’acide lactique que 1’on
neutraliserait avec de la soude en présence de phénolphtaléine comme indicateur coloré, de

telle sorte qu’1°D équivaudrait a 0,1 g d’acide lactique par litre de lait (Laure, 2007).

2.1.2.3- Ladensité

Cette valeur correspond au rapport de la masse d’un volume de lait 4 une température donnée
sur celle du méme volume d’eau a la méme température. Le lait de vache est généralement
compris entre 1,028 et 1,036 (Wattiaux, 1997).

2.1.2.4- Température de congélation
Elle varie entre -0,51 et —0,55°C, selon les conditions zootechniques. Si elle tend vers 0°C,

cela peut permettre de détecter une adjonction d’eau, ou mouillage (Luquet, 1985; Wattiaux,
1997).
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2.1.2.5- Potentiel d’oxydo-réduction
Il varie de +0,10 a +0,20V (Luquet, 1985).

2.1.3- Composition chimique du lait
Le lait est une source importante de protéines, de lipides, de glucides. Selon Pougheon et
Goursaud (2001), les principaux constituants du lait par ordre décroissant sont :

e L’cau, trés majoritaire ;

e Les glucides principalement représentés par le lactose ;

e Les lipides, essentiellement des triglycérides rassemblés en globules gras ;

e Les sels minéraux a I’état ionique et moléculaire ;

e Les protéines, caséines rassemblées en micelles, albumines et globulines solubles ;

e Les éléments a I’état de trace mais au réle biologique important, enzymes, vitamines et

oligoéléments.

La composition moyenne du lait entier est représentée dans le (tableau 1).

Tableau 1 Composition moyenne du lait entier (Fredot, 2006)

Composants Teneurs (g/100g)
Eau 89.5
Dérivés azotés 3.44
Protéines 3.27
Caséine 2.71
Protéines solubles 0.56
Azote non protéique 0.17
Matieres grasses 3.5
Lipides neutres 3.4
Lipides complexes <0.05
Composés liposolubles <0.05
Glucides 4.8
Lactose 4.7
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2.1.4- La microflore du lait

Les microorganismes du lait sont répartis en deux grandes classes :
2.1.4.1- La microflore indigene ou originelle

Ensemble des microorganismes retrouvés dans le lait a la sortie du pis, ces microorganismes
dépendent de I’alimentation, de la race et d’autres facteurs. Les genres dominants sont
principalement des microorganismes mésophiles (Micrococcus sp., Lactobacillus sp.
Streptococcus ou Lactococcus et les bactéries a gram négatif) (lamontagne et al., 2002).

2.1.4.2- La microflore contaminante

Ensemble des microorganismes ajoutés au lait de la récolte jusqu” a la consommation, elle
peut se composer d’une flore d’altération qui cause des défauts sensoriels ou qui réduit la

durée de conservation des produits et d’une flore pathogene :

> La microflore d’altération : responsable de diverses dégradations du produit au
niveau du golt, de I’arome, de I’apparence ou de la texture. Les principaux
microorganismes d’altération sont : Pseudomonas sp., Proteus sp., Coliformes,
principalement E. coli, Enterobacter, les sporulés tels que les Bacillus sp.,
Clostridium et certaines levures et moisissures (lamontagne et al., 2002).

» La microflore pathogenes: sa présence dans le lait est due a I’animale, a
I'environnement ou a I’Homme. Ces bactéries sont infectieuses ou toxinogénes
responsables des affections liées a la santé des manipulateurs et des consommateurs
(Lamontagne et al., 2002).

2.2- Les bacteries lactiques

2.2.1- Généralités sur les bactéries lactiques

Les bactéries lactiques sont des cellules procaryotes organotrophes formant un groupe
hétérogene constitué de cocci et de bacilli (figure 1). Ce sont des bactéries a Gram positif et
généralement sont immobiles (Pringsulaka et al., 2011). Ces bactéries ont la capacité de
fermenter certains sucres comme le glucose, le fructose, le mannose, le galactose, le
saccharose et le lactose en acide lactique (Kandler et Weiss, 1986). Les bactéries lactiques
utilisées dans I’alimentation sont considérées comme non pathogénes et se font attribuer le

qualificatif anglo-saxon d’organismes GRAS (Aguirre et Collins, 1993 ; Adams et Marteau,
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1995). Cependant, parmi elles quelques espéces du genre Streptococcus et Enterococcus sont
considérées comme des pathogénes opportunistes (Aguirre et Collins, 1993).

Figure 1 Aspect microscopique des bactéries lactiques observé au microscope électronique a
transmission (M.E.T.) (x10000): (A), Lactobacillus Rosell-11; (B), Leuconostoc lactis

(http://www.institut-rosell- lallemand.com/uploads/images/souches/lactobacillus-R52_big.jpg).

2.2.2- Habitat

Les bactéries lactiques sont présentes a I’état libre dans 1’environnement ou vivent en
association avec un hote, tel que I’homme ou I’animal, dans un écosystéme bactérien comme

le tractus gastro-intestinal ou génital des mammiferes (Klein et al., 1998).

2.2.2.1- Présence des bactéries a I’état libre dans I’environnement

Dans I’environnement, les bactéries lactiques sont souvent retrouvées dans le lait et ses
dérivés (lait fermenté, fromages, etc.). Les différentes espéces de Lactobacillus, Lactococcus
lactis (Lc. lactis) et/ ou Lc. garvieae, les plus rencontrées dans le lait et le fromage, sont
communément utilisées comme ferments (starter culture) par I’industrie agroalimentaire pour
la production de produits laitiers. Un ferment désigne un microorganisme, bactérie ou
champignon, responsable de la fermentation. Aussi, les bactéries lactiques sont a 1’origine de
la fermentation utilisée pour la préparation de boissons a partir de plantes (boza, cidre, etc.).
Parmi elles, on distingue des especes appartenant aux genres Lactobacillus et Leuconostoc
(Gélvez et al., 2011). Les bactéries lactiques sont capables de survivre dans des milieux tres
acides en raison de leur production d’acide lactique. De plus, I’acidification du milieu
participe a I’inhibition de la croissance de certains microorganismes pathogenes, tels que

Listeria monocytogenes (Li. monocytogenes). Cette espece bactérienne pathogene présente
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dans les aliments (lait, fromage, boissons) est responsable d’infections graves comme la

listériose chez I’Homme, qui affectent en particulier la femme enceinte (Galvez et al., 2011).

2.2.2.2- Présence des bacteries lactiques en association avec un héte

Les bactéries lactiques peuvent vivre en symbiose entre elles et avec un héte. La symbiose est
une association intime et durable entre deux organismes hétérospécifiques (espéces
différentes), parfois plus. Le tractus gastrointestinal des mammiféres est colonisé par des
bactéries lactiques telles que Bifidobacterium, Lactobacillus, Leuconostoc, et Weisseilla. Par
ailleurs, I’appareil genital chez la femme est principalement colonisé par des bactéries
lactiques, telles que Lactobacillus, auxquelles il apporte des nutriments comme le glycogeéne.
En acidifiant le milieu, ces bactéries apportent une protection contre des pathogenes
responsables d’infections vaginales comme Trichomonas vaginalis (T. vaginalis), pathogéne
responsable de la trichomonase vaginale (Bjorkroth et Holzapfel, 2006 ; Ruiz et al., 2009) et/
ou Candida albicans a I’origine de la vulvo-vaginite (Pirotta et al., 2004 ; Falagas et al.,
2006).

2.2.3- Culture des bactéries lactiques

Les bactéries lactiqgues demandent des milieux riches en différents nutriments pour croitre
(sucres, acides aminés, acides gras, sels, vitamines) et pauvres en oxygéne (Hammes et
Hertel, 2006). Elles sont essentiellement cultivées dans le milieu Man Rogosa Sharpe (MRS)
(Annexel). Le MRS est un milieu riche qui offre aux bactéries a culture difficile différentes
sources de carbone et d’azote, telles que les peptones, le glucose et le Tween 80. Le Tween 80
était initialement utilisé comme émulsifiant dans la préparation des milieux de culture avant

d’étre considéré comme source de carbone pour les bactéries.
2.2.4- Proprieté métabolique
2.2.4.1- Le metabolisme des sucres

Les bactéries lactiques homofermentaires transforment tout le glucose en excés en acide
Lactique. Le transport du glucose ou du lactose vers les cellules différent selon les espéces.
Elles s’utilisent la voie d'Embden-Meyerhof-Parnas dans la derniére étape de la glycolyse,
convertissent le pyruvate en lactate et régénérent ainsi du NAD+ a partir du NADH formé
auparavant. Dans cette derniere étape les bactéries font intervenir une lactate-déhydrogénase.

Les bactéries lactiques hétérofermentaires utilisent les voies du tagatose-6-phosphate, de la



Revue bibliographigue

Glycolyse et des pentoses phosphates. Le résultat de la fermentation lactique aboutit a la
formation de quantité équimolaire de lactate, d’éthanol et de gaz carbonique. Une production

de formate et d’acétate peut avoir lieu, notamment en aérobiose (figure 2) (Desmazeaud,
1996).
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Figure 2 La fermentation du lactose chez les bactéries lactiques : voie Homofermentaire et voie
Hétérofermentaire (Leveau et Bouix, 1993).
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2.2.4.2- Le métabolisme du citrate

L’acide citrique est utilis¢é par de nombreuses espéces des genres Streptococcus
(Streptococcus thermophilus), Lactococcus (Lc. Lactis subsp. lactis biovar diacetylactis),
Enterococcus (Ec. faecium), Pediococcus, Leuconostoc (Ln. lactis, Ln. cremoris) et
Lactobacillus (Lb. plantarum. Lb. casei). Cependant il ne peut étre dégradé qu’en présence
d’un substrat fermentescible et d’une source d’azote (Leveau et Bouix, 1993). Le citrate est
transporté a I’intérieur des cellules par une citrate-perméase, ou il est scindé en acétate (en
majeure partie excrétés) et en oxaloacétate par le complexe enzymatique citrate-lyase.
L’oxaloacetate est ensuite converti en pyruvate et en CO> par une oxaloacétate décarboxylase.
Des transformations successives du pyruvate aboutissent a la formation de composés
aromatisants et le produit fini est le 2,3-butylen-glycol (2,3-butanediol) (figure 3) (Cogan et
al., 1982).
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Figure 3 Le métabolisme de citrate chez les bactéries lactiques (Cogan, 1982).
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2.2.5- Classification

Traditionnellement, les bactéries lactiques ont été classées sur la base des propriétés
phénotypiques : la morphologie, le mode de fermentation du glucose, la croissance a
différentes températures, 1’isomere de l'acide lactique produit et la fermentation des différents
hydrates de carbone (De Roissart et Luquet, 1994; Holzapfel et al., 2001). Cependant, les
études basées sur la comparaison des séquences de I'ARN ribosomal 16S ont montré que
certains taxons générés sur la base de la caractérisation phénotypique ne concordent pas avec
les relations phylogénétiques suggérées. Ainsi, certaines espéces ne sont pas faciles a
distinguer par des caractéristiques phénotypiques (Gevers., 2002). Ces étude basées sur les
criteres moléculaires ont permis de classer les espéces en coques lactiques et en bacilles
(Schleifer et al., 1985; Schleifer, 1986 ; Farrow et al., 1989) (tableau 2).

Tableau 2 Les différents genres de bactéries lactiques

Genres Cellules Fermentation ADN Références
G-C (%)
Forme | Arrangements
Streptococcus | Coques Chaines Homolactiques 34-46 SCHLEIFER, 1986
Leuconostoc | Coques Chaines Heétérolactiques 36-43 | FARROW et al., 1989
Pediococcus Coques Tétrade Homolactiques 34-42 SCHLEIFER, 1986
Lactobacillus | Bacilles Chaines Homolactiques et 32-53 KANDLER et WEISS,
Heétérolactiques 1986aeth

2.2.5.1- Les coques lactiques

Elles appartiennent a la famille des Streptococcaceae. Les cellules sont groupées en paires ou
en chaines et de longueurs variables. La différenciation des genres est basée sur les coques
lactiques ont des exigences nutritives parfois complexes. Certains ont des activités
protéasiques et peptidasiques. Actuellement, ils regroupent les genres : Enterococcus,
Lactococcus, Streptococcus, Leuconostoc, Pediococcus, Aerococcus, Oenococcus,

Tetragenococcus, Vagococcus, Weissella (Stiles et Holzapfel, 1997).
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2.2.5.2- Les Lactobacillus

Ce genre regroupe plus de 70 espéces (dont plusieurs sont divisées en sous-especes). Le genre
Lactobacillus est quantitativement le plus important des genres du groupe des bactéries
Lactiques. Les souches de Lactobacilles sont constituées de bacilles long et fin (parfois
incurvés) ou de coccobacilles dont la forme est proche a celle des corynébactéries. Les
cellules sont généralement immobiles (pour les souches mobiles, la ciliature est péritriche). La
production d’acide lactique issue du métabolisme fermentaire représente au moins 50 % des
produits de fermentation (Axelsson, 1993). Orla- jensen (1919) a proposé de diviser le genre

Lactobacillus en trois sous genres : Thermobacterium, Bétabacterium, Streptobacterium.

2.2.5.2.1- Métabolisme des Lactobacillus
» Les Lactobacilles homofermentaires stricts regroupent les espéces de I’ancien

sous-genre Thermobacterium, qui dégrade les hexoses en acide lactique.

> Les Lactobacilles héterofermentaires stricts regroupent les espéces de I’ancien
sous-genre Bétabacterium, fermentent les hexoses en acide lactique, en acide
acétique ou en éthanol et CO. Ils dégradent les pentoses en acide acétique et en acide
lactique (voie hétéfermentative de la glycéraldéhyde-3- phosphate/pyruvate
kinase/lactate déshydrogénase). Ces bactéries produisent du CO: lors de la

fermentation du glucose et du gluconate.

> Les Lactobacilles hétérofermentaires facultatifs regroupent les espéces de I’ancien
sous Genre Streptobacterium, métabolisent les hexoses en acide lactique par la voie
homofermentaire d’Embden-Meyerhof-Parnas et dégradent les pentoses par voie
hétérofermentaire. lls ne produisent pas de CO: lors de la fermentation du glucose
mais ils en produisent lors de la Fermentation du gluconate (Stiles et Holzapfel, 1997
; Weiss, 1986).
L’établissement d’un arbre phylogénique construit a partir des séquences d’ARN 16S a
démontré que les genres Lactobacillus, Leuconostoc et Pediococcus sont tres liés malgré
Leurs caractéres morphologiques et physiologiques tres différentes (Schleifer et ludwig,
1995). Selon Atlan (2000), ce critéere physiologique a conduit a la classification des
Lactobacilles en trois groupes qui différent largement de celle déterminé précédemment par
Orla-Jensen (1919).

11
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> Le groupe delbrueckii comprend les especes : Lactobacillus delbrueckii, Lb. helvetis,
Lb. crispatus, d’autres lactobacilles homofermentaire et les lactobacilles
hétérofermentaires facultatifs (Lb. acetotolerans et Lb. hamsteri).

> Le groupe casei-Pediococcus est le groupe le plus large car il regroupe de tres
nombreux lactobacillus homofermentaires stricts (Lb. avarius, Lb. salivarius),
hétérofermentaires facultatifs (Lb. casei, Lb. plantarum, Lb. sake, Lb. curvatus) et des
hétérofermentaires stricts (Lb.brevis, Lb. fermentum, Lb. buchneri, Lb. reuteri, Lb.
sanfrancisco, Lb. parakefir). Ce groupe contient aussi la plupart des souches de

Pediococcus (Pc. damnosus, Pc. parvulus, Pc. acidilactici, Pc. pentosaceus).

» Le groupe Leuconostoc comprend les Lactobacilles heterofermentaires stricts et les
especes du genre Leuconostoc (Ln. amelibiosum. Ln. carnosum, Ln. gelidum) ainsi que
le genre Weissella dans lequel sont regroupés plusieurs Lactobacilles
hétérofermentaires (Lb. confusus, Lb.viridescence, Lb. halotolerans) et Ln.
paramesenteroides. La taxonomie moléculaire a différencié Leuconostoc oenos en un

nouveau genre bactérien : Oenococcus oeni (Atlan ,2000).

2.3- Les moisissures

2.3.1- Définition

Les moisissures sont des micro-organismes eucaryotes, sporogéenes, non chlorophylliens,
formant une structure mycélienne et des thalles constitués par de nombreux filaments ramifiés
(Cooney et Emerson 1965; Bocquet 1993; Hassouni, 2007). Il s’agit d’organismes
hétérotrophes (nécessitant une source de carbone et d’azote pour leur développement) et
ubiquistes (Botton et al., 1990). Il existe différents groupes de champignons filamenteux : les
zygomycetes les ascomycetes et les deutéromycétes. Leur différentiation se fait alors a l'aide
de leurs formations conidiennes. On va pouvoir trouver dans ce groupe de nombreux
contaminants des matieres premiéres alimentaires telles que les céréales, le café ou les fruits
(Samson et al., 1996).

2.3.2- Spores et cycle de vie des moisissures

Les conidiospores, appelées également spores, sont les formes de reproduction asexuée des
champignons filamenteux. Elles vont germer et émettre un filament qui va croitre et se

ramifier lorsque les conditions environnementales sont favorables et qu'il y aura une source
12
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d'alimentation disponible. Elles forment alors un nouveau mycélium, puis des conidiophores

dans le cas d'un deutéromycete (D'Enfer, 1997).
2.3.3- Les moisissures alimentaires

Les moisissures présentes sur les aliments se classent en deux groupes: Les moississures
bénéfiques impliquées dans la fermentation et la production d’antibiotiques (Penicillium
roqueforti, Penicillium camenberti), et les moisissures nuisibles responsables d’altération des
denrées (Alternaria solani sur la tomate, Fusarium sur le mais, Aspergillus flavus sur

I’arachide), d’allergies et produisant des mycotoxines.
2.3.3.1-  Le genre Aspergillus

Il comprend quatre groupes ou sections qui sont: la section Circumdati représente par
Aspergillus ochraceus, la section Fumigati représenté par Aspergillus fumigatus, la section
Flavi représenté par Aspergillus flavus et la section Nigri représentée par Aspergillus niger
(Samson et al., 2006). La figure 4 montre les caracteres morphologiques des Aspergillus

Figure 4 Caracteres morphologiques des Aspergillus (a) monosérié (b) bisérié (Olga, 2011).

2.4- Les mycotoxines
2.4.1- Definition

Le terme mycotoxine vient du grec «mycos» qui signifie champignon et du latin «toxicum»

qui signifie poison. Il désigne les substances chimiques issues du métabolisme secondaire des
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champignons filamenteux ou moisissures et qui causent une mycotoxicose lorsqu’ils sont
ingérés par ’lhomme ou I’animal (Bhatnagar et al., 2004). Ces molécules toxiques, produites
naturellement ne sont pas nécessaires au développement du champignon, mais pourraient
constituer un systeme de défense contre les autres microorganismes présents dans
I’environnement de la moisissure. Les principaux genres de moisissures mycotoxinogenes

sont: Aspergillus, Claviceps, Penicillium, Fusarium (Le Bars, 1998).

La présence des mycotoxines dans les aliments dépend de plusieurs facteurs comme : I’espéce
fongique, les conditions climatiques, les techniques de culture et de stockage des produits
agricoles (Castegnaro et Pofhl-Leszkowicz, 2002).

2.4.2- Importance des mycotoxines

Les mycotoxines représentent un risque potentiel pour la santé humaine et animale. Le contact
avec les mycotoxines peut étre a I’origine de toxicité aigué et chronique allant de la mort a des
effets délétéres sur le systéme nerveux central, I’appareil cardiovasculaire, I’appareil
pulmonaire, ainsi que sur le systeme digestif et rénal (Pitt, 2000). Elles peuvent avoir
également des propriétés cancérigenes, mutagenes, tératogenes et immunosuppresseurs.
Certaines mycotoxines ont le pouvoir d’affaiblir les réactions immunitaires, et ainsi de réduire
la résistance aux infections, ce qui est aujourd’hui considéré comme leur effet le plus

important, surtout dans les pays en développement (Yiannikouris et Jouany, 2002).
2.4.3- Les différentes mycotoxines

Il existe de nombreuses mycotoxines produites par différentes moisissures contaminants les
matiéres premieres en général. Les mycotoxines couramment retrouvées dans les aliments
sont: les aflatoxines, 1’ochratoxine A, les fumonisines, les trichotécenes, la zéaralénone, la
citrinine et la patuline (Castegnaro et Pofhl-Leszkowicz, 2002).

Pour le cas des grains d’arachide on rencontre essentiellement les aflatoxines. Nous

développerons uniquement ce type de mycotoxine.
2.4.3.1- Les Aflatoxines

Les Aflatoxines sont produites essentiellement par Aspergillus flavus, et apparaissent sur de
nombreux produits crus tels que les céréales, les épices, les figues et les olives (Roussos et al.,
2006). Parmi la vingtaine d’aflatoxines recensées, quatre seulement se retrouvent dans les

Aliments (Aflatoxines B1, B2, G1, G2) dont Bl (AFB1) est la mycotoxine la plus étudiée.
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Les aflatoxines M1 et M2, dérivés respectifs des aflatoxines B1 et B2, apparaissent dans le
lait et ses dérivés. Ces toxines ont tenu leur appellation du fait de leur détection dans le lait
"Milk" des vaches laitieres nourries par une alimentation contaminée (Jaquet et al., 1982).
L'aflatoxine M1 peut contaminer le lait maternel humain (El-nezami et al., 1995; Galvano et
al., 1996).Les Aflatoxines sont a I’origine de nombreuses pathologies dont le cancer du foie,
I’hépatite chronique, la jaunisse et la cirrhose. Il existe aujourd’hui dans la plupart des pays
des controles réguliers et systématiques de la teneur en aflatoxines des principaux produits

primaires (céréales, fruits secs...). Le lait et la viande sont également treés contrdlés. (Le Bars,
2000).

2.4.3.2- Structures des aflatoxines

Les aflatoxines sont des composés organiques de nature non protéique (figure 5). L’AFBI1 est
un compose thermorésistant stable méme a des températures de 250 °C pendant 30 minutes a
I’état cristallisé. L’aflatoxine en présence des rayons UV émet une fluorescence bleue (AFB1
et AFB2) ou verte (AFG1 et AFG2). Par contre I’AFM1 émet une fluorescence bleue violette
(Abdellah, 2004).

Figure 5 Structure chimique de quelque aflatoxines (Abdellah, 2004).
2.4.4- Facteurs de la contamination mycotoxique par les Aspergillus

La production des mycotoxines est consécutive ou couplée a la croissance fongique dans
certaines limites de variations de certains paraméetres qui sont I’activité en eau (Aw), la
température, le pH, la pression d'oxygene, la teneur en eau de 1’aliment , la nutrition, etc.
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(Steyn, 1998). En terme de Aw, on peut considérer que les seuils nécessaires a la croissance
des champignons filamenteux se situent a environ 0,95 et 0,68 respectivement pour les
organismes hydrophiles et xérophiles (Le Bars, 2000). Aspergillus ochraceus est un
microorganisme dont la croissance optimale, en culture de laboratoire, nécessite des niveaux
de Aw légérement inférieures a I'eau pure qui correspondent a des solutions contenant environ
20% de sucre. La production de mycotoxines est liée a la croissance, mais les limites pour
exprimer ce phénotype biochimique sont plus étroites que celles concernant la croissance elle-
méme. Des études de laboratoire ont montré que les valeurs limites d’Aw, pour que
A.ochraceus produise de I'OTA, se situent entre 0,82 et 0,80, la valeur limite pour la
croissance étant d'environ 0,78 (Le Bars, 1998).

Pour Aspergillus carbonarius, la valeur minimum d'Aw pour la production d'OTA est
d'environ 0,92, alors que la croissance du mycélium persiste jusqu'a une Aw de 0,85. Des
¢tudes sur I’effet d’Aw n'ont pas été réalisées pour Aspergillus niger, étant donné la rareté
d'isolats productifs et de leur capacité généralement faible a produire de 'OTA (Le Bars et al.,
1998).

En ce qui concerne I’effet de la température sur la production de ’OTA, la plupart des
Aspergillus mésophiles (A. carbonarius et A. ochraceus) produisent 'OTA a 25°C. (Le Bars
et Le Bars, 1998).

2.5- La biopreéservation

2.5.1- Définition

La biopréservation consiste a ajouter sur un aliment un ou des microorganismes et/ou leur
métabolite, sélectionné pour leurs capacités a inhiber la croissance de microorganismes
indésirable, dans le bute d’augmenté la durée de conservation des denrées alimentaires et/ou

limiter la croissance des certains microorganismes pathogenes (Drider et al., 2009).
2.5.2- Technique traditionnelle de la biopréservation

Plusieurs techniques sont utilisées pour la conservation des aliments. Le séchage, la
lyophilisation, les entrepdts frigorifiques, I’entreposage en atmosphere modifiée, le chauffage,
I’irradiation, sont autant de méthodes physiques utilisées pour la conservation des aliments
(Legan ,1993; Farkas, 2001). Les additifs chimiques tels que I’acide acétique, I’acide
lactique, I’acide propionique, I’acide citrique, et les acides benzoiques et sorbiques sont

utilisés comme conservateur dans les denrées alimentaires (Brul and Coote, 1999).
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Certains antibiotiques comme la natamycine sont tres efficaces contre les moisissures et les
levures. lls sont utilisés comme conservateur a la surface des fromages (Davidson, 2001).
Récemment la réglementation de 1’Union Européenne 95/2/CE a réduit les concentrations des
conservateurs chimiques dans les produits de boulangerie (Union Européenne, 2005) dans un
souci de préserver la santé du consommateur. Dans cette optique la biopréservation a acquis
un intérét croissant dans 1’industrie agro-alimentaire grace a I’introduction de substances
naturelles d’origines animales (lyzosyme, lactiferrin, magainins, etc.), végeétales
(phytoalexines, herbes et épices) et microbiennes (antibiotiques, bacteriocins, peroxyde

d’hydrogéne, acides organiques) (Gould, 1996).
2.5.3- Role des bactéries lactiques en biopreéservation

Les bactéries lactiques sont naturellement présentes dans les aliments ou intentionnellement
ajoutées en tant que probiotiques dans divers produits alimentaires. Cette fonction decoule
d’une baisse rapide du pH ce qui favorise la sécurité des produits par I'inactivation des agents
pathogenes tel que Listeria monocytogenes et Staphylococcus aureus sur la viande (Bacus,
1984; Schillinger et al., 1996). Ainsi se crée les conditions biochimiques par la modification
des matieres premiéres pour atteindre les propriétés finales sensorielles et simultanément
améliorer la stabilité et la conservation du produit en inhibant les changements indésirables
provoqués par les microorganismes ou les réactions abiotiques (Kunz, 1989; Ammor et Mayo,
2007). Ces bactéries sont principalement : Lactobacillus plantarum (Valeirio, 2008),
Lactobacillus sake (Schillinger et Liicke, 1989). Elles produisent les composés antimicrobiens
suivants : acide lactique, acide acétique, peroxyde d'hydrogeéne, et les bactériocines (DeVuyst
and Vandammaue, 1994a; Aymerich, 2000).

2.6- Activité antifongique des bactéries lactiques

2.6.1- Historique

Les moisissures constituent une flore d’altération naturellement présentes sur les aliments tels
que les produits laitiers, le fromage, le pain, les produits agricoles en stockage et les ensilages
(Bullerman 1977; Moon, 1983 ; Bonestroo et al., 1993 ; Filtenborg et al., 1996). Les genres
les plus courants sont Penicillium et Aspergillus sur le café, le cacao, I’arachide, les fruits
secs, les fruits frais, et les légumes et Fusarium sur les céréales (Filtenborg et al., 1996 ;
Jefca, 2001).
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L’idée de I'utilisation des bactéries lactiques pour le contrdle de la croissance des moisissures
dans les aliments vient de la cohabitation entre bactéries et moisissures sur ces aliments, mais
aussi de la résistance croissante des moisissures aux antibiotiques Ainsi certaines souches de
Penicillium, Saccharomyces et Zygosaccharomyces se développent bien en présence de
sorbate de potassium et de benzoate (Nielsen et Boer, 2000 ; Davidson, 2001). De plus le

nombre de moisissures dégradant le sorbate est sans cesse croissant (Nielsen et Boer, 2000).
2.6.2 - Les bactéries lactiques antifongiques et leur spectre d’action

Les bactéries lactiques recensées dans la littérature comme présentant des propriétés
antifongiques appartiennent fréquemment au genre Lactobacillus et quelque rares fois aux
genres Lactococcus et Pediococcus. Parmi les Lactobacillus, I’espéce Lactobacillus
plantarum revient souvent, suivie de Lactobacillus casei variante rhamnosus et de
Lactobacillus lactis.

Les spectres d’activité de ces bactéries sont tres variés, regroupant des moisissures des genres
Aspergillus, Fusarium, Penicillium, Cladosporium, Rhizopus et des especes de levures telles

que Saccharomyces cerevisiae et Candida albicans (Olga, 2011).
2.6.3- Les composés antimycotoxinogéne des bactéries lactique

Les premiers composés antifongiques identifiés chez les bactéries lactiques sont des
métabolites primaires, souvent des acides organiques, produits au cours de la croissance du
microorganisme. Il s’agit de I’acide lactique, de 1’acide acétique, de I’acide propionique, de
I’acide formique et du peroxyde d’hydrogeéne (Lindgren et Dobrogosz, 1990). Aussi la
découverte des bactériocine a donné un élan pour le développement d’aliment de qualité
sanitaire meilleur (Collins et al.,1989 ; Axelsson 2004 ; Djadouni et Kihal.,2012).

D’autres acides ont été mis en évidence chez Lactobacillus plantrum: ce sont I’acide
benzoique, I’acide 3- phenyllactique et 1’acide 4-hydroxy-phenyllactic acid (Niku-Paavola et
al., 1999 ; Lavermicocca et al., 2000 ; Strom et al., 2002). Certains auteurs ont mis en
évidence des protéines antifongiques chez les bactéries lactiques suivantes : Lactobacillus
casei, Lactobacillus casei subsp. pseudoparaplantarum, Lactobacillus paracasei,

Pediococcus acidilactici (Olga, 2011).
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2.6.4- Mode d’actions des composés antimycotoxinogéne des bactéries

lactiques

Pour le mode d’actions des composés antimycotoxinogéne des bactéries lactique Nous

développerons uniqguement Mode d’action des bactériocines.
2.6.4.1- Mode d’action des bactériocines

Le mécanisme d’action des bactériocine est tres largement étudier .il est admis qu’il se

décompose en trois étapes :

1- Adsorption et structuration de la bactériocine : consiste en fixation du peptide sur la
membrane de la cellule cible. Durant cette étape que le peptide adopte sa conformation

tridimensionnelle permettant I’expression de son activité.

2- Insertion de la bacteriocine et formation de pores dans la cellule cible : consiste en
insertion de la bactériocine dans la membrane cytoplasmique durant cette étape plusieurs

peptide anti bactérien sont recruté pour formé un port.

3- Les consequences de la présence de pores : ce dernier conduit a des fuites de composé
intracellulaire vitaux .leur perte entraine donc des effets néfaste pour la cellule allant d’un
simple ralentissement de la vitesse de croissance bactérienne a la mort cellulaire (Huang,
2006).

|
B, o
| .
g e
A B

Figure 6 Model des mécanismes d’action des bactériocine selon trois model

A: Barelle-stave ; B: Toroidal ; C : Wormhole (Brogden,2005).
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3- Matériel et méthodes

Le présent travail porte sur la mise en évidence des bactéries lactiques isolées a partir des laits
caillés de vache et sur leur activité antifongigque et antimycotoxinogéne.

La partie expérimentale est réalisée au sein du Laboratoire de Mycologie, Biotechnologies et
de I’ Activité Microbienne (LaMyBAM), Université Freres Mentouri, Constantine.

Le travail s’intéresse a deux volets axiaux en 1’occurrence la recherche de bactéries
susceptibles de développer une activité antifongique et antimycotoxinogeéne d’une part et la

recherche de mycétes secrétant de mycotoxines d’autre part.
3.1- Echantillonnage

3.1.1- Origine des échantillons du lait

Les échantillons du lait caillé de vache proviennent des fermes d’élevage, se situant dans la
région d’lbn ziad et Guetar el Aich dans la wilaya de Constantine. Les prélevements sont
réalisés dans des conditions aseptiques, et les échantillons sont recueillis dans des flacons
stériles de 250 mL (figure 7).

WAEEERTa

Figure 7 Les échantillons du lait caillé

3.1.2- Origine des échantillons d’arachide (recherche de mycetes

mycotoxinogene)

L’¢échantillon de grain d’arachide est récuperé du marché de la région de Constantine (figure
8). Les prélevements sont effectués dans des conditions d’asepsie en utilisant des sacs en

papier stériles.
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Figure 8 Echantillon de grains d’arachide

3.2- Isolement de microorganismes

3.2.1- Isolement des bactéries lactiques

L’isolement des bactéries nécessitent I’emploi de milieux sélectifs (Guiraud, 1998). Le milieu
de cultures le plus utilisé pour I’isolement des bactéries lactiques est le milieu gélosé MRS a
pH= 6,8 (Annexe 1).

3.2.1.1- Dilutions

La préparation des dilutions consiste, tout d’abord, a préparer la solution mére 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 1mL de la solution précédente a 9 mL d’ecau

physiologique stérile jusqu’a I’obtention de la dilution de 10 (Jerome et al., 2004).
3.2.1.2- Ensemencement
0 En surface

Un volume de 0.1 mL de chacune des dilutions indiquées est déposée sur des boites de Pétri
contenant le milieu gélosé MRS, puis étalé uniformément avec un étaloir stérile par un
mouvement de balayage et de rotation sur I’ensemble de la surface de la gélose. Enfin, les
bofites sont incubées a 28°C pendant 24 heures, durée nécessaire pour I’apparition des

colonies de souches bactériennes (Tortora et al., 2003).
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O En masse

Un volume de 1 mL de chacune des dilutions précédentes est déposee sur des boites de Pétri
vides ensuite le milieu MRS est ajouté, I’homogénéisation est effectuée par un mouvement
rotatif. Cette méthode est la plus utilisée pour la croissance de la microflore lactique totale
(De Man et al, 1960).

3.2.2- Isolement des moisissures

Les grains d’arachide sont désinfectés en surface dans une solution chlorée (0,4) pendant une
minute suivi de deux ringage dans I’eau distillée stérile ensuite les grains sont séchés avec du
papier filtre stérile. Des boites de Pétri contenant le milieu de culture PDA (Annexe 2) sont
ensemencées par 3 grains et ce, a I’aide d’une pince stérile puis I’incubation est réalisée a
28°C pendant 3 jours (Pacin et al., 2002 ; Ghiasian et al., 2004).

3.3- Purification

3.3.1- Purification des bactéries lactiques

Aprés développement des colonies, les bactéries isolées sont repiquées dans le méme milieu
de culture MRS. La purification est effectuée par la méthode des stries qui consiste a tracer
des stries avec 1’anse contenant la bactérie sur la surface d’une gélose neuve dans des boites
de Pétri. La colonie parfaitement isolée, est ensuite, prélevée et transférée, toujours au moyen
d’une anse de platine sur le méme milieu mais dans de nouvelles boites de Pétri. L’incubation
de toutes les boites est effectuee a 30°C jusqu’a I’obtention de colonies apparentes (Prescott et
al., 2007).

3.3.2- Purification des moisissures

La purification des moisissures est effectuée par piqlre centrale a partir des boites
d’isolement, cette purification est réalisée sur milieu PDA, I’incubation des boites est faite a
28°C pendant 3 jours (Guiraud, 2003).

3.4- ldentification des moisissures

Dans le but d’identifier les différentes moisissures, plusieurs caractéres morphologiques

(macroscopiques et microscopiques) ont été pris en compte en utilisant des clés
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d’identification. L’observation macroscopique des isolats fongiques est effectuée apres
ensemencement sur des boites de Pétri contenant le milieu PDA, et apres une incubation a
28°C pendant 3 jours, I’aspect cultural des colonies est observé et le diamétre est mesuré
chaque 24h d’incubation (Botton et al., 1990; Samson, 2007). L’observation microscopique
est effectuée par la technique de Scotch, Cette technique consiste a adhérer a I’aide d’un bout
de scotch une fraction mycélienne a partir d’une culture jeune et de la coller sur une lame

contenant quelques gouttes de lactophénol (Chabasse et al., 2002).

3.5- Sélection des isolats bactériens a effet antifongique

Afin de mettre en évidence ’activité anti mycotoxinogéne, une fermentation est réalisée dans
des fioles de 250 mL contenant 100 mL du bouillon nutritif (Annexe 3). Les fioles sont
ensuite, inoculées avec 9 mL de la suspension bactérienne (107 cellules/mL) de chaque isolat
sélectionné (B1, B2, B3, B4, B5, B6). Les fioles sont incubées a 30°C sous agitation de 150
rpm pendant 24h. Apreés la durée d’incubation, la culture est filtrée et le filtrat a servi comme

source de substances actives de bactéries.
3.6- ldentification de I’isolat bactérien sélectionné

L’identification de [I’isolat bactérien sélectionné a été effectuée par observation

macroscopique, microscopique et des tests biochimiques:
3.6.1- Observation macroscopique

L’étude de I’aspect macroscopique consiste en une observation a 1’ceil nu de la taille (petite,
moyenne, grande), la forme de la colonie (ronde, irréguliere, etc.), transparence, élévation de

la colonie, type de colonie et le relief (Camille, 2007).
3.6.2- Observation microscopique

» Observation a I’état frais

Cette technique permet l’observation des bactéries vivantes et la détermination de leur
morphologie. 1l est souvent possible de visualiser si, les cellules sont mobiles ou non. La
technique consiste a déposer une goutte d’eau physiologique stérile sur lame en verre propre,
puis a I’aide d’une anse de platine stérile, apporter un prélevement bactérien de la colonie a

identifier et la dissocier dans la goutte d’eau physiologique, ensuite recouvrir la lame par une
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lamelle en évitant la formation de bulles d’air, I’observation est réalisée au microscope

optique a I’objectif (X40) puis a immersion (X100) (Singleton, 2005).
» Coloration de Gram

Cette technique est I'une des méthodes de coloration la plus utile, elle permet de diviser les
bactéries en deux grands groupes : les bactéries a Gram positif et les bactéries a Gram négatif
(Tortora et al., 2003).

Cet examen a été effectué selon la méthode classique suivante : les frottis utilisés sont étalés a
I’aide d’une anse sur des lames en verre propre. Les lames sont ensuite, séchées a Iair a
proximité d’un bec Bunsen, puis fixées par la chaleur en les passants deux a trois fois sur la
flamme. Les frottis préparés sont colorés pendant 1 minute au cristal violet, qui est un
colorant basique, ils sont ensuite, rincé rapidement par une solution de lugol (solution aqueuse
d’iode et d’iodure de potassium) qui agit comme un mordant, c'est-a-dire, il augmente les
interactions entre le colorant et la cellule pour que cette derniere soit contraste. Sans rincer en
inclinant les lames a 45°C, les frottis sont ensuite décolorés par lavage avec un mélange
d’éthanol et d’acétone (1 a 3 secondes). Juste apres, la décoloration est arrétée rapidement par

lavage a I’eau du robinet.

Dans la derniere étape, les frottis sont soumis a une contre-coloration de 30 secondes a la
fuchsine basique diluée. Apres un bref ringage, les frottis sont séchés par le papier buvard et

éxaminés par microscope jusqu’a l’objectif a immersion (grossissement X100) (Camille,

2007; Madigan et Martinko, 2007).

La couleur violette due au cristal violet est I’aspect caractéristique des bactéries a coloration
Gram positive, les bactéries Gram négative se colorent en rose par la fushine (Tortora et al.,
2003).

3.6.3- Tests biochimiques

» Test catalase

La catalase est une enzyme contenant du fer, qui catalyse la décomposition du peroxyde
d’hydrogéne (H202) en eau et en oxygene. Synthétisée par la plupart des bactéries aerobies,
elle élimine le peroxyde d’hydrogene produit au cours du métabolisme aérobie. Le test de la
catalase sert a détecter la présence de cette enzyme dans une souche bactérienne donnée. Il

consiste, essentiellement, a exposer les cellules bactériennes au peroxyde d’hydrogéne, la
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présence de catalase se manifeste par la formation de bulles (oxygene). Dans la version
traditionnelle du test, un prélévement bactérien est transféré au moyen d’une boucle dans une
goutte de peroxyde d’hydrogeéne est déposé sur une lame. Avec cette technique, si le test est
positif, les bulles en éclatant donnent naissance a un aérosol. Pour éviter la contamination de
I’environnement par des aérosols, une autre méthode est utilisée : en placant une petite
quantité de culture bactrienne dans une boite de Pétri sans ergot, vide et propre, ensuite, deux
gouttes de peroxyde d’hydrogene sont déposées a proximité de 1’échantillon bactérien, la
boite de Pétri bien fermée et est inclinée de maniere a ce que le peroxyde d’hydrogene et
I’échantillon puissent réagir ensemble. Une réaction positive se traduit par ’apparition de
bulles (Singleton, 2005). Une troisieme technique a été appliquée et qui consiste a prélever
Iml d’une solution d’eau oxygénée 3 % (Prescott et al., 2007) et a le déposer dans un petit
tube contenant une solution d’eau physiologique stérile et une colonie de la souche a tester

(Guiraud, 1998). Une réaction positive se traduit par I’apparition de bulles (Singleton, 2005).
2H20; + catalase ----> 2H20 + O>
» Test de réduction du nitrate

Ce test sert a déterminer si les bactéries posseédent I’enzyme nitrate réductase servant a réduire
le nitrate en nitrite (Camille, 2007). La technique consiste a cultiver les souches bactériennes
a tester pendant un ou plusieurs jours dans des tubes contenant du bouillon nitraté (Annexe 4),
et les incubés a 28°C. Le milieu est alors examiné pour savoir s’il y a réduction du nitrate.
Pour détecter le nitrite, 0,5 mL du réactif « A» (Annexe 5) et 0,5 mL du réactif « B »
(réactifs de nitrite) (Annexe 6) sont ajoutes a la culture. Ces réactifs se combinent a tout nitrite
présent pour former un colorant rouge azoique soluble. L’absence de coloration rouge peut
signifier, soit que le nitrate n’a pas été réduit, soit que le nitrite s’est formé mais a été ensuite
réduit, par exemple, en azote et ammoniac. Pour distinguer entre ces deux possibilités, on
teste le milieu pour la présence de nitrate en ajoutant une trace de poudre de zinc qui réduit le
nitrate en nitrite. Si il y a du nitrate (n’a pas été réduit par ’organisme testé), I’addition de
zinc fera apparaitre une coloration rouge parce que le nitrite nouvellement formé se

combinera avec les réactifs du milieu (Singleton, 2005).
» Test indole

Le test d’indole permet de savoir si un organisme peut produire d’indole a partir de

tryptophane, il consiste a faire croitre I’organisme étudier dans 1’eau peptonée pendant 48 h a
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27C° ensuite de I’incubation, 3gouttes du réactif de Kovac sont ajoutées et la réaction est lue
immédiatement apres agitation, la présence d’un anneau rouge en surface indique la formation
d’indole, et si I’anneau est brunatre (couleur du réactif), la réaction d’indole et considérée

négative (Singleton, 2005).
» Détermination de la voie d’attaque des glucides

Ce test permet de connaitre également la voie d’attaque des sucres par les bactéries, soit par

voie oxydative ou par voie fermentative (Guiraud, 1998).

La technique consiste & ensemencer deux tubes contient le milieu MEVAG (Annexe 7), I’'un
recouvert d’une couche de paraffine et ce, par piqure central avec un fil de platine chargé de
semence prélevée d’une culture de 18 a 24 heures. Aprés incubation, trois catégories de
bactéries sont distinguées: les bactéries fermentatives, qui donnent une acidification rapide et
égale dans les deux milieux qui deviennent jaunes en 24h sur toute la hauteur de la piqure
d’inoculation. Dans le cas ou il y’a production de gaz, celui-ci est visible sous la couche
d’huile. Les bactéries oxydatives, qui révelent dans le tube fermé peu ou pas de culture et pas
d’acidification (apres plusieurs jours, méme en ’absence de culture visible, la couleur du
milieu peut virer vers des couleurs orangées si I’huile utilisée est acide, quant au tube ouvert il
y’a acidification modérée et assez lente, débutant a la surface, en 24-48 heures ou parfois
d’avantage, jamais de gaz. Enfin, pour les bactéries inactives, il y’a peu ou pas de culture dans
le tube fermé, quand au tube ouvert, il y’a culture sans modification du pH (pas
d’acidification) ou avec une alcalinisation plus ou moins forte en surface (virage au rouge
violet) (Singleton, 2005).

» Test d’utilisation des sucres (Glucose et Lactose) sur milieu K.I1.A

Ce test permet de savoir si les bactéries ont le pouvoir d’utiliser le Glucose et le Lactose. La
gélose Kligler Iron Agar (K.I.A) (Annexe 8) est une gélose en tube additionnée de fer et ayant
séchée en pente. A ’aide d’une anse de platine, toucher légérement la colonie a identifier et
ensemencer le fond du tube (culot) en piquant verticalement la gélose puis, ensemencer la

pente par des stries en zigzag. Incuber pendant 24h a 72h (Guiraud, 1998).

3.7- Etude de I’effet antimycotoxinogéne

Cette étude repose sur le test de production de substances antifongique par les bactéries

lactiques sélectionnées sur milieu submergé. Cette technique permet a la fois de voir I’effet
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des bactéries, et sur le développement de la moisissure et sur sa capacité a produire de

mycotoxines.

3.7.1- Effet sur la croissance fongique

Le filtrat supposé contenir les différents métabolites des isolats bactériens obtenus. Un
volume de 50mL de chaque filtrat a servi pour la préparation du milieu PDA, une fois préparé
le milieu est ensuite stérilisé & 121°C pendant 20 min.

Le milieu est coulé en boites et ensemencé par piqure centrale par le champignon sélectionné.
Avec la méme technique, le champignon est cultivé sur milieu PDA ordinaire (sans le filtrat)
pour comparaison. L’incubation est effectuee a 28°C pendant 3 jours.

3.7.2- Effet sur la mycotoxinogéne

A partir des colonies fongiques obtenues dans le test précédent des disques contenant la
colonie sont préleves et ensuite, ensemences sur une gélose contenant des bactéries test en
I’occurrence ; E. coli, Staphylococcus aureus, Klebsiella sp., Pseudomenas syringae.
L’incubation est effectuée a 37°C pendant 48 heures. Le développement de ’activité est

détecté par la présence d’une zone claire autour des disques.
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4- Résultats

Le présent travail porte sur la mise en évidence des bactéries lactiques isolées a partir des laits

caillés de vache et sur leur activité antifongique et antimycotoxinogéne.

4.1- Isolement et purification des bactéries lactiques

18 isolats bactériens ont été obtenus a partir du lait caillé de vache. Aprés la purification,
seulement 6 isolats bactériens (B1, B2, B3, B4, B5, B6) ont fait ’objet de complément
d’étude. Le développement des isolats sur milieu MRS, a abouti a des colonies de diverses
formes et de tailles (grandes, moyennes, petites), de reliefs variés (planes, élevées) et de
couleurs multiples (blanches,) (figure 9) et (tableau 3).

Figure 9 Aspect macroscopique des 6 isolats bactériens sur milieu MRS

28



Résultats

Tableau 3 Aspect macroscopique des isolats sur milieu MRS

Les isolats Taille Forme Relief Couleur
bactériens
Bl Grande Ronde Elevé Blanche brillante
B2 Petite Ronde Elevé Blanche
B3 Moyenne Ronde Elevé Blanche
B4 Petite Ronde Elevé Blanche
B5 Treés petite Ronde Plane Blanche a beige
B6 Moyenne Ronde Plane blanche

L’aspect microscopique de ’ensemble des isolats obtenus ainsi que la coloration de Gram est

présentée dans la figure (10) et le tableau (4).

Figure 10 Aspect microscopique des 6 isolats bactériens sur milieu MRS
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Tableau 4 Aspect microscopique des isolats sur milieu MRS

Les isolats bactériens Aspect cellulaire Mobilité
Bl cocci immobile
B2 cocci immobile
B3 cocci immobile
B4 cocci immobile
B5 bacille immobile
B6 bacille immobile

4.2- Isolement et identification des moisissures

L’isolement des moisissures sur milieu PDA a permis I’obtention de 2 isolats fongiques

(M1et M2) dont, un seul isolat est purifié pour le complément travail.

Les caractéres macroscopiques de 1’isolat sélectionné sont étudiés sur le milieu PDA le plus
communément utilisé a cet effet (Botton, 1990). Le tableau 5 montre 1’aspect macroscopique
de la colonie, de la surface, de la couleur et de la vitesse de croissance de la souche en
question.

Tableau 5 Aspect macroscopique de I’isolat fongique sélectionné

co.de de Relief | Couleur V|t.e sse de Texture Revers
I’isolat croissance Face
M1 .
Plane Verte RZz;rz)lhd)e Poudreux

L’étude microscopique a porté sur I’observation des structures caractéristiques de 1’isolat
fongique sélectionné (ref ). Le tableau 7 montre les caractéres microscopiques de I’isolat

fongique (M1).
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Tableau 6 Aspect microscopique de I’isolat fongique (M1)

Code de

Caracteres

Présence d’une
téte aspergillaire.

e . . Genre
P’isolat microscopique
e Mycelium
cloisonné.
M1 Pluricellulaires et
rondes. flavus

Aspect microscopique observé

D’aprés les caractéres macroscopiques et microscopiques observés, I’isolat M1, peut

appartenir au genre Aspergillus. La couleur et la texture de cette moisissure nous ont orientés

vers I’espéce A. flavus.

4.3- Sélection des isolats bactériens a effet antifongique

La production de substances actives par les bactéries lactiques obtenues révele que ces

bactéries sont capables d’inhiber la croissance de la moisissure Aspergillus flavus (tableau 7).
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Tableau 7 Effet antimycotoxinogéne de bactéries lactiques sélectionnées

Milieu de culture PDA

Bactéries Diamétre de colonie
Sans filtrat Avec filtrat
7,4cm
Bl
6,5cm
B2
B3 7cm
B4 2cm
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B5

B6

2,5cm

1,5cm

Par leur forte capacité a inhiber le développement de la souche fongique susceptible de

produire de mycotoxine (tableau 7), I’isolat B6 a été sélectionné pour la suite du travail.

- ldentification de I’isolat bactérien sélectionné

4.4.1- Observation macroscopique et microscopique

L’aspect macroscopique et microscopique de I’isolat sélectionné B6 est présenté dans le

tableau 8.

Tableau 8 Aspect macroscopique et microscopique de I’isolat sélectionné B6

Isolat

Observation macroscopique

Observation microscopique

B6

A u-s“Y Je "
,/)

J\~

Taille : moyenne
Forme : ronde
Relief : élevé
Coleur : blanche

Forme : batonnets
Gram : -

33




Résultats

4.4.2- Tests biochimiques
> Le test de catalase
Ce test a montré que la souche B6 ne présente aucune formation des bulles aprés le dépot de

I’eau oxygénée (H20.), signifiant qu’elle est catalase négatif, prétendant qu’elle ne posséde

pas ’enzyme qui catalyse la décomposition du peroxyde d’hydrogéne (H20-) (figure 11).

Figure 11 Test de catalase

» Test de réduction du nitrate

Le test de nitrate réductase révele que la souche B6 posséde une nitrate réductase car apres le
dépbt des réactifs 1 et 2 de Griess, une couleur rouge orange apparait, ce qui signifie la

présence d’ions nitrites combinés aux réactifs (figure 12).
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Figure 12Test nitrate pour la souche B6

» Test indole
Le test de production d’indole a révélé un résultat négatif apres 1’ajout du réactif de

Kovac, montrant que la bactérie B6 ne produit pas de ’indole a partir du tryptophane

(figure 13).

Figure 13 Test de production d’indole
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> Détermination de la voie d’attaque des glucides

Le test de la détermination de la voie d’attaque des glucides a révélé que la bactérie B6
possede un métabolisme fermentaire traduit par une acidification rapide et un changement du

couleur vers le jaune avec production de gaz sous la couche de I’huile (figurel4).

Figure 14 Détermination de la voie d’attaque des glucides
» Test d’utilisation des sucres (Glucose et Lactose) sur milieu K.I.A

La culture de la souche bactérienne sur milieu K.I.A a donné un résultat positif (modification
de la couleur en jaune oronge tout au long de la gélose) ce qui signifie I'utilisation du Glucose

et du Lactose (figure 15).

Figure 15 Test KIA de la bactérie B6
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L’identification du genre de la souche bactérienne (B6), est basée d’abord sur la
détermination du genre selon les clefs proposée par Guiraud (1998). L’analyse des résultats
macroscopiques, microscopiques ainsi que les tests biochimiques recapitulés dans le tableau 9 de
la bactérie B6 laissent présumer que 1’isolat bactérien sélectionné appartient au Genre :

Lactobacillus sp.

Tableau 9 Récapitulatif des résultats obtenus pour la bactobacillus sp.

Caracteéres Résultats de la bactérie

Forme de la cellule Bacille

Mobilité Immobile

Gram -

Catalase -

Nitrate réductase +

la voie d’attaque des glucides Métabolisme fermentaire
Indole -

Test d’utilisation des sucres (Glucose et| Fermentation du glucose et lactose
Lactose) sur milieu K.I.LA

(+) : test positif, (-) : teste négatif

4.5- Etude de I’effet antimycotoxinogéne
4.5.1- Effet antifongique

Le tableau ci-apres révele un effet considérable de Lactobacillus sp. sur Aspergillus flavus.
Cet effet se montre par le freinage de la croissance de la moisissure sur gélose avec filtrat de

la culture de Lactobacillus sp.
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Tableau 10 Effet antifongique de Lactobacillus sp.

Isolat

Sans filtrat

B6

Avec filtrat

Diamétre

Toute la boite

1,5cm

4.5.2- Effet antimycotoxinogene

Le test réalisé par la souche fongique Aspergillus flavus vis-a-vis de E. coli, Staphylococcus

aureus, Klebsiella sp. et Pseudomenas syringae., n’a révélé aucune activité anti-bactérienne

(Figure 16).

Staphylococcus

Klebsiella sp

Pseudomenas syringae

Figure 16 Effet antimycotoxinogéne
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5- Discussion

Beaucoup d’agents antimicrobiens sont souvent présentés comme moins toxiques, plus
écologiques et plus naturels. C’est pourquoi la découverte et le développement de nouveaux

agents antimicrobiens sont grandement recherchés par les scientifiques.

De ce fait, le présent travail est amorcé par les points de recherche suivants :
1. Sélection des isolats bactériens a partir du lait caillé de vache ;
2. Recherche de mycetes secrétant de mycotoxines ;
3. Identification de I’isolat bactérien le plus performant a secréter des substances
antifongique et anti mycotoxinogéne ;
4. Teste d’activité antifongique.

La selection des microorganismes isolés partir des laits caillés et d’arachide de la région de
Constantine, a été réalisée d’une fagon sélective, sur milieu MRS pour les bactéries ce qui a
abouti a six isolats bactériens secrétant des substances antifongique dont une, jugée plus
performante contre le développement d’un isolat fongique susceptible de produire des
mycotoxines, ce dernier est isolé de I’arachide sur milieu PDA.

L’identification macroscopique des isolats bactériens B1, B2, B3, B4, montre que la forme des
colonies est ronde, de couleur blanchatre et une topographie élevée, I’identification
microscopique quant a elle, montre que ce sont des cocci immobile, gram négative ; ces

résultats sont conformes a ceux obtenus par Badis et al., 2005.

La caractérisation macroscopique et microscopique de I’isolat B5 a révélé des colonies rondes,
avec un contour régulier, planes de couleur beige et des cellules bacilloformes, immobiles, a
gram négatif. Ces résultats corroborent ceux obtenus par Tabak et al., 2011 qui ont isolé des

bactéries a partir du lait développant les mémes caractéristiques.

L’identification macroscopique de I’isolat B6 a montré des colonies de forme lenticulaire, de
couleur blanchatre, une surface lisse et un contour régulier avec un diamétre de 0.5 cm et une
topographie élevée. Ces résultats sont en pleine conformité avec ceux obtenus par Mami, 2013.
L’observation microscopique a révelé des bactéries immobiles gram négatif, en outre, les teste
biochimiques, appliquées sur cette souche qui développe plus d’effet inhibiteur sur la

moisissure, ont montré que 1’isolat est indole négatif, a un métabolisme fermentaire, capable
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de fermenter le glucose, catalase négatif et possedent une nitrate réductase. Ces résultats sont
en conformité avec ceux trouvés par (Bergey’s M, 2004) qui ont montré que ces caractéres

laissent supposer que la bactérie en question peut appartenir au genre lactobacillus sp.

Par ailleurs et concernant la moisissure, 1’observation microscopique a révélé des tétes
conidiennes d’abord radiées, puis repartiecs en plusieurs colonnes, les conidiophores sont
verruqueuses, les vésicules sont sub-globuleuses, les phialides sont insérées directement sur la
vésicule. Considérant sa croissance rapide sur PDA donnant une pigmentation jaunatre puis
verte il ressort que 1’isolat est supposé appartenir au genre Aspergillus et ’espéce la plus
prononceés est A. flavus. Une étude menée sur ce méme milieu et dans les mémes conditions a

donné des résultats similaires (Gacem, 2012).

Le test effectué pour I’étude de I’effet antimycotoxinogéne a permis d’affirmer la capacité des
isolats bactériens a produire des substances anti fongique dans le milieu submergé, cependant,
la souche B6 est la plus efficace, freinant d’une maniére considérable la croissance de la
moisissure (un diamétre de colonie estimé 1.5 cm aprés 72 h d’incubation a 28C°). L’inhibition
de la croissance fongique est due a la sécrétion de bactéries des molécules antifongiques et pas

a l’acidification du milieu car les champignons tolérent les pH acides.

Les résultats obtenus aprés les essais de I’activité antifongique contre les bactéries E. coli,
Staphylococcus aureus, Klebsiella sp., Pseudomenas syringae sont négatif attestant que la
moisissure n’a pas secrét¢ de substances antibactériennes ce qui laisse supposer que le
Lactobacillus produit des métabolites a effet antimycotoxicogéne néanmoins, ce travail

nécessite une confirmation.
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6- Conclusion et perspectives

Le présent travail a pour objectif de prévenir la croissance de champignon
mycotoxinogénes Aspegillus sp par I'utilisation des bactéries lactiques, dont I’activité

antifongique et I’innocuité sont largement décrites.

La recherche des bactéries lactiques productrices des substances antifongiques est
effectuée. De ce fait, plusieurs isolats bactériens sont obtenus répondant aux formes coccis
et bacilles a Gram (-), ont été sélectionnés dans ce travail par rapport a leurs activités
antifongiques.

Dans cette étude une nouvelle approche est développée pour tester 1’effet bactérien vis-a-
vis de champignons myctoxinogénes. En effet, les isolats bactériens sont ensemencées
dans un milieu submergé pendant 24 heures, la culture est, ensuite, filtrée et le filtrat a
servi pour préparer le milieu PDA pour tester le développement de la moisissure
mycotoxinogénes. Il a été conclu que lorsque les bactéries secretent des substances
antifongiques dans le milieu ceci freine la croissance de la moisissure. L’isolat bactérien
B6 isolé du lait caillé de vache a été selectionné pour son inhibiteur vis-a-vis de la
moisissure. Son identification par diverses techniques a montré qu’elle appartienne au

genre : Lactobacillus.

Il a été conclu en outre, que les colonies fongiques faiblement développées sur le milieu
PDA contenant le filtrat de la culture bactérienne Lactobacillus sp. ont développé un effet
faible ou pas sur les bactéries test ce qui laisse supposer que la toxicité des cette
moisissure a été inhibée par Lactobacillus sp.néanmoins ce travail nécessite une

confirmation.

A cet effet, et au terme de cette recherche, nous pouvons nous fixer les points suivants

comme perspectives :

— ldentifier par voie moléculaire des souches sélectionnées;
— étudier de la nature de la substance synthétisée par Lactobacillus sp;
— Rechercher les mécanismes d’inhibition de I’effet mycotoxinogene ;

— Développer un bioconservateur.
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Résumé

7-Résumé

Les bacteries lactiques sont utilisées dans la fermentation et la biopréservation des aliments
grace a leur production des acides organiques et d’autres substances antimicrobiennes comme
les bactériocines qui inhibent certaines souches fongiques. Ce genre de bactérie peut étre isolé

de grande variété d’aliment tel que le lait fermenté, le yaourt et le fromage.

La contamination des aliments par les moisissures mycotoxinogenes est un probléme majeur
pour le consommateur. Pour lutter contre ces dernieres plusieurs approches sont évoquées en

particulier la lutte biologique.

Six isolats bactériens ont eté isolés a partir du lait caillé de vache dans la région de

Constantine.

Le test de sélection des isolats bactériens a effet antifongique a permis de sélectionner un seul
isolat B6, qui posséde un effet inhibiteur tres remarquable vis-a-vis d’Aspergillus flavus.
L’identification préliminaire de 1’isolat bactérien B6 basé sur 1’étude macroscopique,
microscopique ainsi que, les tests biochimiques a révelé que la souche appartenant au genre
Lactobacillus. En effet, la souche B6 freine d’une maniére appréciable la croissance de la
moisissure (un diameétre de colonie ne dépassant pas 1.5 cm aprés 72 h d’incubation a 28C°).
L’inhibition de la croissance fongique est due a la sécrétion de bactéries des molécules
antifongiques et pas a I’acidification du milieu étant donné qu’Aspergillus flavus est une

souche acidotolérante.

Les résultats obtenus apres les essais de ’activité antifongique contre les bactéries E. coli,
Staphylococcus aureus, Klebsiella sp., Pseudomenas syringae ont été négatifs attestant que la
moisissure n’a pas secrété de substances antibactériennes ce qui laisse supposer que le
Lactobacillus produit des métabolites a effet antimycotoxicogéne néanmoins, ce travail

nécessite une confirmation.

Mots clés : Bactéries lactiques, antifongique, antimycotoxinogene, Lactobacillus, Aspergillus.
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8- Abstract

Lactic bacteria are used in fermentation and food bio-preservation through their production of
organic acids and other antimicrobial substances like the bacteriocins which restrain certain
fungal strains. This category of bacteria can be isolated from range of food such as fermented
milk, yogurt and cheese.

Food contamination by mold mycotoxinogénes is a chief problem for consumers. In order to
fight against the later, several approaches are discussed mainly the biological resistance.

Six bacterial isolates were isolated from sour-milk which was derived from cows in the region

of Constantine.

The selection test of the bacterial isolates to antifungal effect was designed for selecting a
particular B6 isolate, which has a significant inhibitory effect vis-a-vis the Aspergillus flavus.
Based on a study of a macroscopic, microscopic and so biochemical tests, the preliminary
identification of the bacterial isolate B6 revealed that the strain belonging to the genus
Lactobacillus. In fact, the B6 strain considerably slows the growth of mold (diameter of
colony not exceeding 1.5 cm after 72 h of incubation at 28C °). The inhibition of fungal
growth was due to the secretion of bacteria antifungal molecules, but not to the acidification

of the biological environment since the Aspergillus flavus is a acidotolérante strain.

The results obtained after testing the antifungal activity against E. coli bacteria,
Staphylococcus aureus, Klebsiella sp., Pseudomenas syringae were negative, attesting that the
mold is not of antibacterial substances secreted which suggests that Lactobacillus product

antimycotoxicogeéne effect of metabolites .However, this work requires confirmation.

Keywords: Lactic bacteria, antifungal, antimycotoxinogene, Lactobacillus, Aspergillus.
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Annexe

Annexe 1

Milieu MRS

PP ONE. . e 10g
EXtrait de VIANOe ... e 10g
EXtrait de leVUIe. ... 59
LN PP 80mL
Phosphate dipotassSiqQUe. ..........ouiieii i e 29
ACEtate A SOAIUM ... 59
Citrate d’ammONIUIN. . .....utitt ittt et ettt et et e e et et e re et e e eneeeeneanans 29
Sulfate de Magn@SIUM ... .o, 29
Sulfate de MANGANESE. ... ...ovit i, 0,005g
FN oL (o - | PP 5¢g
BaUu diStillEe ... 1000 mL
pH=6,5

Annexe 2

Milieu PDA

POMME UE TBITE .ttt sttt et st a et e teeste s s enee et e see e e aneenas 200 g

D 7o) €3 {011 109
N2 15¢
Eau diStillée ... .o 1000 mi
pH=7,3

Autoclavage 120C°, 15min

Annexe 3

Bouillon nutritif

o] 010 PPN 15¢
Y @AST EXETACE. ...ttt ettt e e e 59
NG e e 5g
Eau distillée ..o 1000ml

Le pH est ajusté a 7,4



Annexe

Annexe 4

Bouillon nitraté

Bouillon nutritif additionné de nitrate de sodiumNaNO3............................ 1g/100 mL
Annexe 5

Réactif « A »

ACIE SUITAMIGUE ..ot et 08¢
ACIHE CELIGUE SN . ... e 100ml
Annexe 6

Réactif « B »

Alpha-Naphthylamine..........covoiiieii e e nre s 05¢g
ACIAE ACELIGUE BN ... 100ml
Annexe 7

Milieu MEVAG

Maceération de viande (L KG /1) cueeeeeeeieieee e e 25ml
Chlorure de SOIUM ... e 5.29
ANGAE oo 3,129
Rouge de PhENOL...... ... 0,035ml
Eau distill@e ... 1000 mL
Annexe 8

Milieu (K.1.A)

PP N .. s 239
YBASE EXITACT. ... .ottt e e e 39
GIUCOSE. ..ttt e 19
I (0! (0 1 S EPEPN 10g
IFON (1) SUTALE ..o e e, 0.29
Sodium ChIOTIAE ... e 59

Sodium thiosulphate .......... ..o 0.39



Annexe

PRENOI TEA. . ..o 0.05ml

Agar

Eau distillée ..o 1000 mL
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