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Abstract

The objectives of this work are firstly to isolate and identify fungal species responsible for the
deterioration of stored foodstuffs and more particularly those responsible for the secretion of
mycotoxins and secondly to isolate lactic acid bacteria from camel milk in order to study their
antifungal effects on mould growth to prevent spoilage of foodstuffs stored by moulds.

The physicochemical, mycological and mycotoxicological analyses carried out on the samples
of common wheat, green coffee and chickpeas stored showed that the latter have a pH close to
neutrality and low moisture contents, as well as a very abundant and diversified fungal flora.
It belongs to the genera: Aspergillus , Penicillium, Fusarium, Alternaria, Cladosporium and
Ulocladium

On the other hand, the screening of 96 lactic isolates isolated from camel milk by the
confrontation method and by the double layer method as well as on a liquid medium for their
antifungal activity showed that 87.1% of the lactic isolates have an effect on the mycelial
growth and on the germination of the spores of Aspergillus fumigatus, the majority of which
belonged to the genus Lactobacillus or the antifunga lactivity of these isolates was better on a
solid medium than on a liquid medium, in addition to five isolates (Lactobacillus plantarum
(lac 01), Lactobacillus frumenti (lac 77), Leuconostoc mesenteroides (CO52), Pediococcus
pentosaceus (COS8), Pediococcus pentosaceus (CO28) have shown an ability to strongly
inhibit a broad spectrum of fungal species. During the study of the factorsinfluencing the
antifungalactivity a better inhibition was observed at the temperature of 30 ° C, pH 6 and 7,
and on BSM medium whose glucose is the only source of carbon. To characterize the nature
of the molecules that contributed to the antifungal activity of acellular free supernatants
produced by lactic isolates of neutralization, heating and enzymatic treatment by catalase and
pepsin were performed, the results showed that the supernatants of Pediococcus pentosaceus
CO8, Pediococcus pentosaceus CO28 that contributed to the antifungal activity contain
metabolites of acid nature, and protein in nature. The application of the supernatants of
Lactobacillus plantarum (lac0l), Lactobacillus frumenti (lac77), Leuconostoc mesenteroides
(CO52), Pediococcus pentosaceus (COS8), Pediococcus pentosaceus (CO28) in
biopreservation was tested on wheat beans, green coffee beans and chickpea beans which
showed that fungal growth was completely inhibited.

The results of the present study show that Lactobacillus plantarum (lac0Ol), Lactobacillus
frumenti (lac77), Leuconostoc mesenteroides (CO52), Pediococcus pentosaceus (COS),
Pediococcus pentosaceus (CO28)isolates inhibit moulds, some and have the potential to be
used as biopreservatives of storedfood

Keywords: antifungal, mould, stored food, lactic isolates



Résumé

Le présent travail a pour objectif premierement d’ isoler et I’ identifier des especes
fongiques responsable de la détérioration des denrées alimentaires stockées et plus
particulierement celles responsables de la sécrétion des mycotoxines et deuxiement d’isoler
les bactéries lactiques du lait de chamelle afin d’étudier leurs effets antifongiques sur la
croissance des moisissures pour prévenir la détérioration des denrées alimentaires stockées
par les moisissures.

Les analyses physicochimiques , mycologiques et mycotoxicologique qui ont été effectuées
sur les échantillon du blé tendre, du café vert et du pois-chiche stockés ont montré que ces
derniers ont un pH proche a la neutralité¢ et des faibles teneurs en humidité, ainsi qu’ils
abritent une flore fongiquetreés abondante et diversifiée. Elle appartient aux genres
:Aspergillus , Penicillium, Fusarium, Alternaria, Cladosporium et Ulocladium .

D’ une autre part le criblage de 96 isolats lactiques isolées a partir du lait de chamelle par
la méthode de confrontation et par la méthode de double couche ainsi que sur milieu liquide
pour leur activité antifongique a montré que 87,1% des isolats lactiques ont un effet sur la
croissance mycélienne et sur la germination des spores d’Aspergillus fumigatusdont la
majorité appartenait au genre Lactobacillus ou 1’ activité antifongique de ces isolats était
meilleure sur milieu solide que sur milieu liquide , en plus cinq isolats (Lactobacillus
plantarum (lac 01), Lactobacillus frumenti (lac 77) , Leuconostoc mesenteroides( CO52) ,
Pediococcus pentosaceus( COS) ,Pediococcus pentosaceus (CO28)ont montré une capacité a
inhiber fortement un large spectre des espéces fongique.Lorsde 1' étude des facteurs
influengant I’ activité antifongique une meilleur inhibition a été observée a la température de
30°C, aux pH 6 et 7, et sur milieu BSM dont le glucose est la seule source de carbone . Pour
caractériser la nature des molécules qui ont contribué a I’activité antifongique des surnageants
acellulaires produits par les isolats lactiques des traitements de neutralisation , de chauffage
et des traitement enzymatiques par catalase et pepsine ont été effectués , les résultats ont
montré que les surnageants de Pediococcus pentosaceus COS8 , Pediococcus pentosaceus
CO28qui ont contribué a I’activité antifongique renferment des métabolites de nature acide ,
et de nature protéique .L’application des surnageants des Lactobacillus plantarum (lac0l),
Lactobacillus frumenti (lac77) , Leuconostoc mesenteroides (C0OS52), Pediococcus
pentosaceus (CO8) , Pediococcus pentosaceus( CO28) dans la biopréservation a été testée
sur des grains de blé , des grains de café vert et les grains de pois-chiche qui a montré que la
croissance fongique a été completement inhibé.

Les résultats de la présente étude montrent que les isolats lactiques Lactobacillus
plantarum (lac0l), Lactobacillus frumenti (lac77) , Leuconostoc mesenteroides (COS52),
Pediococcus pentosaceus (COS8), Pediococcus pentosaceus( CO28) inhibent les moisissures,
certaines et ont le potentiel d’étre utilisées comme bioconservateurs des denrées alimentaires
stockées

Mots clés : antifongique, moisissures, denrée stockée , isolats lactique



Table des matieres

| 131113 {0 (31115 11 K T PPNt i
DdiCACES .t eueeenereeneeeneeeerereeneeesncesaceenscesssessscenssesnscssseennsesnscensscsnscsnscansscnne ii
LA, L iiiiiiiieitteteetieeeeenteateeensententesensensencesensensnsensensensnncnsensensnsensensanennns iii
P 1751 i Tl S UETO iv
RESUIME. ....oueeiiiieiiiiiittiineteeereeeerneeeesnsscesssssecssssccsssssesssnsccssssscesnssccsnnnee v
Table des MAtIEIeS. ..ccireiiiiiieeiiretereeeseterneeeneeesacesnsecscesnsesnssesssesnseensccnnsnne vi
Liste des tableauX . coiieeeeiiiiiiiieeeetieieesesnanstececsssssssssscesssssssssssccssssssssssscsssns xii
Liste des fIgUIeS..couviieiiiniiiieiiiniiineiriatiinrtseassssrssnscssssssssssssssssssssssssnscsnsssnnse Xiv
Liste des abréviations. . ....ccveeeeiiiiiiiiieteeiiaeeeiereeeeeseeeeerssecccssssccessssccssnscccnnnces Xvii
INEIOAUCTION ..ceeeeeeererrrrrnneeeeececcssssaneeeeeccccsssssssassessscssssssssanasssssssssssssssasssssssssssssssansasssssssssssane 1

Etude bibliographique
Chapitre I : Lait de chamelle

I-1. OTiINE..cicieeicrrenicssanecssanesssasessnnesssssesssnsessasssssasssssasssssasssssasssssssesssssessassessssssssasssssasssses 3
L2.TAXONOINIE «..vevevererererererereresesesesesesesesesesesesesssssesesssesesesesesesssssssesssssssssssesssssesssesssssssssesens 3
L.3.Répartition géographique et effectif des dromadaires..........ccceeerearernccrancscascsancsasns 3
L.3.1.DAN05 1€ MONAE......cucoerererererererererersrersssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssess 3
L.3.2. ENl ALOTIC..cuuucueeerererererereesenesenesessesesesessssssesssssssessssesessssssssesensssssssssesesesesssssnesssessssssens 5
L4. Populations AIZETIeNNES......couierercsserssaressassssnossasssssessasssssossassssssssassssssssasssssessassssssssass 5
L4.1. CRAGIMDI...cucueeeeeereeererenesenessssesesesesssssesesessssssssesssssssssssesessssssesesssessssssessssssnsssssnssssans 5
L.4.2. Ouled Sidi CheikR......ccoiiireicnicssaicsnnsseissncssansssnesssssssssssassssssssassssssssassssssssassssssssasssss 6
L4.3. SANATAOUL...cceereeeererererererererereresssesessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 6
L.4.4. Ait KReDDACK......uiiiiiriiniinniinninnniinninsnnississsnssssissssssssssssssssssssssessssssssssssssssssssasssss 6
L.4.5. Chameau de 12 STEPPC......ccrcererererererseserererersssesesesesessssesesesessssesessssssssesssessssssssessseses 6
L6, TATGUI «eovererererrerenereersesesesesessesssesesessssssesessssssssssesessasssssesesessnsssesessssssssssessssssssessssssssnses 6
L7, AJJOTuereerreeerenererseseseessssesesesessssssssesessssssesesesssssessssssssssssessssssssssssessssssssesesessasssssesessses 6
1.4.8. Chameau de P ATLOUN .......cucceeeeeeerereneneenereneessssssesesessssssesesessssssssesesssssssssnessssssssnens 7
L.4.9. REGUIDI ..cuuririiiniiniisninininsninsnninsnisssncsssisssssssssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 8
L.5.Production de lait par les dromadaires .......ccccccceeveecssenccssancssnsessssncssassessassssasssssasene 8
L.6. Lait de ChAmElle........cccceveeerereeeeereresesesesessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasass 9
L.6.1. Caractéristiques du lait de chamelle.........ccccceeeeireicsuncssarscrncssarsssncssssssssessasssssessasons 9
1.6.1.1 Caractéristiques organoleptiques et physico-chimiques.........ccceeeecuresreresancssarenns 9
1.6.1.2. Caractéristiques chimiques et biochimiqUes...........coeerererererererererenerenerenesesenenens 10

vi



1.6.1.3 Caractéristiques microbiologiques du lait camelin ........c..cceeeereercncrsercsncscanonns 15
Chapitre II : Les bactéries lactiques

I1.1. LeS DACLETIes JaCtIQUES.....cucrerrerererererresenereressssesesesesessssesesesessssssessssssssssenssssessssesesssssass 18
I1.2. DEfinition et CaractEriStIQUES......ceerererereesesererersesesesesesssssesesesessssssesesessssssesesssssssnenens 18
I1.3. ClasSifiCation.....ccceessecseicsenseisnncsensecssnssnnssecssessasssncssissssssesssessssssscssssssssssssssssssssssssesns 19
I1.4. Différents genres de bactéries lactiqUes.......ccoeverreissarcsserssaressersssnesasssssesassssssssasssns 20
I1.4.1.GeNTC€ LACIODACIIIUS...........c.cuuonnennneinninnainnenneinneneinstsseesssesssesssesssesssssssessssssnes 20
IL.4.2. GENIC SIFCPIOCOCCUS......uueeeneneeecreeeerreeeerreressneeesssesesssesesssesssssssssssssssssssssssssssssssssaaass 21
I1.4.3. GENIE PAIOCOCCUS.......ucuneennennninenrineinrenirireinninnsinsessesstssssstsssessssssssssesssssssessesssses 21
I1.4.4. GENIE LACIOCOCCUS.......uuuennenneinnirneinnenneinninsainisessssssstsssstsssessssesssssssssssssssssesssses 22
I1.4.5.GENTE€ LOUCOMOSIOC. ......c.uuuennnenneinnenneinnerineinnenineisstncsesssesssssssesssssssssssssssssssssssssses 22
I1.4.6. GENIE ENLETOCOCCUS....uuuuennenneennenrinneinrenininainninssissesssessesssssssssssssssssssssesssssssessessseas 23
I1.5. Bactéries lactique et Sécurité des aliments........ccceeeeereescarcranessarcsancssasosanssasosascssasons 23
I1.6. Bactéries lactiques et I’inhibition fongique............ccceveevervurnvensensrssensensersseccnecnnes 24
IL.7. Facteurs qui influencent I’ activité antifongique des bactéries lactiques........... 26
I1.7.1. Température et période d’ iNCUDALION......cccccereerrercrrcrsercsncssasesanessasssasesasosassssase 26
I1.7.2. Effet des milieux de CUltUre........cocceveeeveeseeisecsenssenssecsaessenssecssessncssecsssssesssecssessasssees 26
I1.7.3. Effet des facteurs NULritioNNELS .......ceeveeieeiseiisiiiseissennsnnssnnnsnnsssnsssecsssnsssnsssnnns 27
IL.7.4. Effet du PH ...cccoviinnveicnnnicnsnicssnnicsssncssssnesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnsssssnss 27
IL.8. Substances antifONGIQUES......cccceeerrererssarcssnncssanesssssessasscssasssssasessasesssssessssssssssssssasssses 27
Chapitre I1I : Moisissures et mycotoxines
IL1. Définition des MOISISSUIES....c.ccvuirversursserssensarssansnsssnssesssnssssssssssssssssssssssssasssssssssssssns 30
IIL.2. Principaux genres fONGiqUeS........cccevveiecsercssarcssnrcssanicssasesssassssssessssssssssssssssssssssssses 31
IIL2.1. GeNIe ASPTGIIIUS ucuueecueeesueeeuniseensrerssanisrnnssessssisssnsssnssssssssssssssssssssssssssssssssssssns 31
IIL2.2. GeNIe PERICIIIUNL ........cuueooeeennernairenenininnereenssesssssssassssssssassssssssassssssssssssssasassns 32
ITL.2.3. GENIE FUSATTUI ....uuenneennernenneenrinrinreecnenisineesstessessscssessstssssssssssssssssssssssssssssssssens 34
I11.3. Potentiel toxinogene des principaux genres fONZIQUES ........cccceereersecscarcsancssascanes 36
IIL.4. MYCOLOXIMES..ccceseeeessanesssanessanesssascsssnssssssssssssssssssssssssssssssessssssssssssssssssssssssssnsssssnsssssnns 37
II1.4.1.Différentes MycotoXines reNCONIIEES.....ccerresseressressersssressassssssssassssssssassssssssasssaass 38
IIL4.1.1. AfIatOXINES....uccesiiseissrnissnissancsnncssncsnncssncsssesssnssssnsssssssssssssssssssssasssssssssssssssssasssss 38
IT1.4.1.2. OChratoXine A......cccceveeseecseessecsuecsansncssesssnssnsssecsasssscsssssssssasssssssssssssssssassssssasssssss 39
II1.4.1.3. ZEATAlNOME......ccueereerensrnsanssnsnissisisessessssssssssssssssssissssssssssssssssssssssssssssssssssssssossss 39
IT1.4.1.4. FUIMONISINES....ucirseesrrisensecsancsenssncssnssasssesssessasssecssessasssesssesssssssssssssssssassssssssssssssesss 40

Partie expérimentale
Chapitre I : Matériels et méthodes
L.1.Analyse des denrées alimentaires SLOCKEES ......cceeeerrcssercsarcssarsssnessassssncsasssssessasssancse 41

LI.1.1. ChoOiX d’AlIIMENNL........ceereeeeeeeeeeeseeeeeeeesseesessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasses 41

Vi



L.1.2 Echantillonnage......cccccceeeicssnicsssnicsssnessssnessanssssasssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnsssssnss 41

1.1.2.1. Echantillonnage du blé tendre local et importe ..........ccoceerrercercrcercrancscasesascsoase 41
1.1.2.2. Echantillonnage dul CAf€ VEIt.......ccccccversersrarcrsnessancsnessasessnsssasesssssassssssssasessssssasns 41
1.1.2.3 Echantillonnage du poiS-ChicChe.........ccccovieivnicsrunccssencnssencssnncssnncssasscssasssssasssssanes 42
I.1.3. Analyses phySiCOChIiMIQUES.......ccccvierrreicssnicssnicssaressssnessssnesssssssssssssssssssssssssssssssases 42
L.1.3.1. MeSUTe de PH ...cccceieieiirnicisnicssnncssanccssanesssssesssssesssssessssssssssssssnsssssssssssssssssssssssassses 42
1.1.3.2.Détermination de la teneur en humidité .........cccccecervereercerccrcnecccnccscnnecccnnecssasecens 42
L.1.4. AnalySe MYCOIOZIUE ...cueeerrrerecssarcsssanessanscssanscssasesssasessasesssssessasssssssssssasssssasssssasssssns 43
1.1.4.1. Dénombrement de la flore fongique par la méthode de dilution...........ccccccu.... 43
1.1.4.2. Dénombrement de la flore fongique par la méthode directe.........cccceerueercarenns 44
1.1.4.3. Purification et conservation des SOUCQES..........cccceerrniicnisrnniicsscnneccsssnnsecsssnnaeces 44
1.1.4.4. Identification des MOISISSUIES....ccceeeerrcseniecsssnsecssssansecssssssscsssssssssssssassesssssssssssnans 44
1.1.4.4.1. Identification des genres par la technique de micro-culture.........cccccceeeureeenes 45
1.1.4.4. 2. Identification deS ESPECES ...ccceerrererssessasessaressscssasssasessassssssssassssssssassssssssasssassssase 46
L.1.5. Analyses myCOtOXiCOIOZIQUES.....cccvvuricrrssrrecsssnreccssnssesssssnssessssassassssssssssssssssssssssassass 46
I.1.5.1. Recherche des souches productrices d’aflatoxines et d’ochratoxines .............. 47
1.1.5.2. Ensemencement sur milieu YES........cccvcierrviccsvnicsssnicssnnicsssnscsssnsssssssssssssssasssnns 46
1.1.5.3. Extraction des aflatoxines et des 0ChratoXines .........ccccecceeiccssrnnecccscensccsssansecssnns 47
1.1.5.4. Détection des mycotoxines par chromatographie sur couche mince................ 47
I.2.Analyse microbiologique et physicochimique du lait de chamelle........................... 48
L.2.1. EChantilloNnAge.......cccocvueiccsssrnniccsssnnnecssssansecsssassesssssssessssssssassssssssssssssnssssssssssssssssanss 48
1.2.2. Analyses physicochimiques du lait cru de chamelle..........ccccceviiiniiiiiinnenn 49
L.2.2.1. MeSure dul PH .....uuiiiiveiciirnncssnncssnncsssnssssssssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssssanes 49
1.2.2.2. Détermination de I’acidité titrable.........cccccceeercercrrcercrrneccsanecssanccsnsessansessansessnnees 49
1.2.2.3. Détermination de la densité du lQit ........cccceceeercerecrcnccrsenccssnnecsnnecsansessansessassesenne 49
1.2.2.4. Détermination de la teneur en matiere seche totale ........cecceveerurccuicrecsncsaccseneas 49
1.2.2.5. Détermination du taux de CENATe.......ccceereerureseessecssissesssrssssssasssnssssssessssssasssassssssas 50
1.2.2.6. Détermination du taux de 1a MAtiere Srasse .......cccccereescarernessascssncssasesassssasesascse 50
1.2.2.7. Détermination du taux de protéine totale..........ccevererressarcsrncssersssncssarsssessassasese 51
1.2.2.8. Détermination de la teneur en IaCtOSEe ........cccerverecrcerccrsnnecsnsessansessansesnssesasessonnes 52
1.2.3. Analyse microbiologique du lait de chamelle.........cccccccovvurerrnicsseicssrnccssnnecssanesnns 53
1.2.3.1. Préparation des échantillons et des dilutions décimales ...........ccceevercererancscanenns 53
1.2.3.2. Dénombrement des germes totaux a 30°C.......ccccverreerrercrncssascsanessasessscsasosassssae 53
1.2.3.3. Dénombrent de 1a flore pSyChrotrophe............ccoececeeccecssancsncssasessnsssasesassssasoses 54
1.2.3.4. Dénombrement des COliformes tOtaUX .......ccccceeersecersncccsancessascssnsessonsessansesasseses 54
1.2.3.5. Dénombrement des coliformes thermotolérants .........cccccceecceeeccenceccanceccascecnsene 55
1.2.3.6. Dénombrement des staphylocoques a coagulase POSItive ........cceeeeerecssarccseesanss 56
1.2.3.7. Dénombrement des StreptocoOqUes fECAUX....ccccrrarerrrersarcsncssasesansssasesascsasosasessase 57
1.2.3.8. Recherche et dénombrement des Clostridium sulfito réducteurs..........c.cceee.. 58
1.2.3.9. Dénombrement des SAlmonelles .........ccceeeiiieiiineiiieiiinrcecetennsceacennsccnnes 58

viii



1.2.3.10. Dénombrement des levures et INOISISSUIES....ceeeeeerreeeeeeeeeseseennssssscacnses 59

L. 3. Recherche et isolement des bactéries lactiqUes .......c.cceeverecrecssercssncssarsssnessassssscssasons 60
1.3.1. Isolement des bactéries lactiques a partir du lait de chamelle............ccccceeeerueee. 60
) IR TP 0 1 (=12 (1) 1 Rt 60
1.3.3. Pré-identification des SOUCHES.........covvreesissaissecssnsssnssessanssasssnssassssssssssssssassssssasssasses 60
L.3.3.1.Coloration de GramMi.........cceicsicnseisssncsssissssssssnssssssssssssssssssssssssssesssssssssssssssssessasses 61
L.3.3.2.Recherche du catalase........coeicecricssnicssnnecsssnesssssesssnesssssesssssosssssssssesssssesssssessssass 61
1.3.4. Caractérisation des iSOlAtS.......ccceerierreicsncssarsssnessarsssncssanssssessasssssessassssssssassssssssasssns 61
I.3.4.1.Croissance a différentes teMPEratures.......ccceveeeseessercsecssassssnsssasssssssssssssessasssascss 61
1.3.4.2. Croissances a différents PH ........cccccociereinseicssenssencssncssansssesssassssssssssssssssassssssssasons 61
1.3.4.3. Culture sur milieu hYPersalés..........cceeceerrrcrsercsncssancsanessascsascsasssassssassssssssasssasessas 62
1.3.4.4. Recherche de ’Arginine dihydrolase (ADH)......ccccceeerrunccssancsssanicssanccssancssascssens 62
1.3.4.5. Recherche de type fermentaire.......cccocccecrcercccsercssnccssanscssanscssasscssasssssasesssasssssasasne 62
1.3.4.6. Test du lait de Sherman........ccccccceeiccssnecssnccsssnesssssesssssessssssssssssssssssssssssssssssssassses 63
L.3.4.7. TeSt A’NEMOLYSE...cccreierreissarcssenssancsnsssanosesssssosasssssossasssssessassssssssasssassssassssssssassssasse 63
1.3.4.8. Recherche de gélatinase.......ccccceceessercssncssancsseessassssnessassssssssassssssssassssssssassssssssasssss 63
1.3.4.9. Fermentation des hydrates de Carbones..........ccccveeeccsssnnrecsssnnecsssssnsecssssssesssnnns 64
1.3.4.9.1. La galerie ClasSiUe.......cccceerrrercsssercssercssascssnsssssssssssssssssssssnsssssssssssssssssssssssssses 64
1.3.4.9.2. La galerie API 20 Strep......cccccceeveesercseensnissnncssnncssncsssncssnssssssssesssssssssssssssssassss 64
1.3.5. Identification MOIECUIAIre. .....cccceveerreicnnessercssersssncssansssnessasssssesassssssssassssssssassssssssas 65
L.4. Recherche de I’activité antifongique des bactéries lactiques isolées.........cccceerune. 67
1.4.1. Criblages des bactéries lactiques a caractere antifongique........c.cccceeeeecererncsanene 67
L.4.1.1. Méthode de double COUCRE........cceevrirruisrrnsainsersnnssnssasssnssasssasssnsssssssssssssassssssasssasss 67
1.4.1.2. Méthode de cONfroNtation........cccceereecsarcsicssersssncssasssssossassssssssassssssssassssessasssssessass 68
1.4.2. Test d’inhibition fongique sur milieu liquide.........ccceceeercercsceicssnrcssrnecssanesssanesnns 68
L.4.3.Détermination de IP’activité inhibitrice des surnageants acellulaires des

DACLETIES ACHIQUES...coueeruirrerssenssissanssensansssissessanssasssssssssssssssssasssssssssssssssssssssssssssssassssssasssasses 69
1.4.4. Détermination du spectre antifongique.........cccoveiiiiiieiiiiieiiniiiiiecinrennens 70
1.4.5. Observation de I’aspect microscopique des souches fongiques inhibées............. 70
1.4.6. Facteurs influencant ’activité antifongique..........cceeeeesercsrecscrrcsserssancssassssnessassssncss 71
1.4.6.1. Activité antifongique a différentes températures d’incubation..........ccccceverennees 71
1.4.6.2. Activité antifongique a différents pH du milieu .........ccoeceeeeenveicssecssarccrncsasesanes 71
1.4.6. 3. Activité antifongique a différentes source de carbone............cceeeeerueercacerencsnens 71
L.5.Caractérisation de I’activité antifongique......ccccevceercarerncssercsncssancsancssasesascssasesassssase 72
1.5.1. Effet de la neutralisation du pH du surnageant acellulaire..........ccceeeeeercarccsaneeee 72
L.5.2. Effet du traitement par Catalase........ccccceeesrecssaressssresssarcsssressssssssssssssssssssssssssssses 72
L.5.3. Effet du traitement Par Protéase.........cceeeesseesssrcseessarcsasssassssssssassssssssassssssssassssssse 72
L.5.4. Effet du traitement thermiqUe........cccccceerreecssnicssnnesssancsssaresssssesssssssssssssssssssnsssssnns 73
I.6. Evaluation in situ de ’activité antifongique des surnageants acellulaires des 73
DACLErieS JaCHIUES...cuierrrerrercnreessercsncssaisssnessansssnessassssssssasssssessasssssessasssssessassssssssassssssssasssss

L.6.ANAlySes StAtiStIQUES...cueeececssnrecssssaneecsssnrecsssssssesssssassesssssssesssssssssssssssssesssssssssssssnsssssssse 73



Chapitre II : Résultats et discussions

I1.1. Résultats des analyses des denrées alimentaires StOCKEeS.......ccceereerrencrsererancsasenes 74
I1.1. Résultats des analyses des denrées alimentaires StOCKEES.......ccceereerrncrsarerancscasenes 74
I1.1.1. Résultats de mesure du pH et d’humidité..........cceererrerrercrncscancrncssaresancssascsasessas 74
IL1.1.1 Mesure de PH ....coiviiiiiiiniiiniiiieiiinreieiosstcssscsessossscsssssssssssssnssssnsons 74
I1.1.1.2 Mesure de taux d’humidité.........ccceceerressercsnessercssncssansssnsssassssssssassssssssassssssssasssns 75
I1.1.2. Résultats de I’analyse MycCOlOZIQUE.....cccccovurerrerssarcsseessansssesssasssssssassssssssassssssssasons 77
I1.1.2.1.Résultats de dénombrement de la flore fongique par la méthode de dilution 77
I1.1.2.2.Résultat de dénombrement de la flore fongique par la méthode directe......... 79
I1.1.2.3. Résultat de dénombrement des souches identifi€es ..........ccecerseesuesecsarcsecsancnnes 80
I1.1.2.4. Caractéristiques phénotypiques des principaux genres de moisissures.......... 84
I1.1.2.4.1. Caractéristiques phénotypiques des Penicillium................cceveeeeerereeerveecunnns 84
I1.1.2.4.2. Caractéristiques phénotypiques des ASPergilllis..........occuveresvosrecsseressncsasonns 85
I1.1.2.4.3. Caractéristiques phénotypiques du FUSAFTUM . ......ccceeeceeereresssesssessasesasessasones 87
I1.1.2.4.4. Caractéristiques phénotypiques d’Alfernaria..................ueeeeeeveeeeeeeveeeseennnes 88
I1.1.2.4.5. Caractéristiques phénotypiques du Cladosporium..................eeeeeeereeeereeerueenne 88
I1.1.2.4.6. Caractéristiques phénotypiques d’ Ulocladium...................cccvueeueeeeecrueeeuenene 89
I1.1.2.4.7. Caractéristiques phénotypiques de RRiZOMUCOT...............ccucocureuercuecercucnnnn. 89
I1.1.2.5. Résultats d’identification des especes fongiues.......ccccceereesseresecsrecssarcssncsasens 920
I1.1.3. Résultats des analyses mycotoXiCOlOZIQUES.......cccrererersererncssasesancssasesascsasosassssase 100
I1.1.3. 1.Recherche des souches productrices d’aflatoxine et de ochratoxine A........... 100
I1.1.3.1.1. Potentiel mycotoxinogene des especes d’Aspergillus isolées du blé tendre

local et du blé tendre IMPOTte........coeeerienreissarcssancssacssansssssssasssssesssssssssssassssssssassss 101
I1.1.3.1.2. Potentiel mycotoxinogene des especes d’Aspergillus isolées du café vert
robusta et café vVert arabiCa.........ccueieneicnseissicsseisssncsssnsssnessassssnsssassssssssassssssssassssssssassssses 101
I1.1.3.1.3. Potentiel mycotoxinogene des especes d’Aspergillus isolées du pois-

[ 11T 1 102
I1.2.Résultat des analyses physicochimiques et microbiologiques du lait de chamelle 103
I1.2.1. Résultats d’analyses physSiCOChiMIQUES.......cceeeerrressercsarcssansssnessassssncsassssssssasosancse 103
I1.2.1.1.Résultats de mesure du PH ......cccccoveicneccncsseicsncssansssssssassssssssassssssssassssssssasssssssses 103
I1.2.1.2.Résultats de mesure de Pacidité........ccceereerrercsrcssarcsrncssarsssncssassssnsssassssssssassssssaes 104
11.2.1.3. Résultats de mesure de 1a densité...........ceerrerursreesncserssecsanssasssnssassssssanssssssasssssses 105
I1.2.1.4. Résultats de mesure de la teneur en matiere S€che........cceceeverereessersncsarcsacsancans 105
I1.2.1.5. Résultats de mesure de taux de CeNATe.......ccccereerrcsarssessarcsarssassassssssassssssasssasses 106
I1.2.1.6. Résultat de la détermination de la teneur en protéines totales.........ccceeeesuarens 107
I1.2.1.7. Résultat de la détermination de la teneur en matiere grasse.......cecceeseesercnees 108
I1.2.1.8. Résultat de la détermination de la teneur en lactose........ccceeevrescvecssercsancsanonns 108
I1.2.2. Résultats des analyses MicrobiolOgiUES........ccccerrererarcrsaresancssasesanessasesascssasosassssase 109
I1.2.2.1. Flore Qérobie tOtale........cccoeerurssecsarcsenssecssnsssnssasssassanssssssasssnsssssssssssssssssassssssasssasses 109
11.2.2.2. Résultats de dénombrement de la flore psychrotrophe..........ccccceeeerceecrancsncene 110
11.2.2.3. Résultats de dénombrement des coliformes totauX .........cceceeerercssercssrcssascsssesens 110
I1.2.2.4. Résultats de dénombrement des coliformes thermotolérants...........ccceeeesrareens 111



I1.2.2.5. Résultats de dénombrement des streptocoques fECAUX.....cocueeerresseresarcssarsssnesans 112

I1.2.2.6. Résultats de dénombrement des moisissures et des levures.........cceeeeueesucsancen 112
11.2.2.7. Résultats de dénombrement de la flore pathogene...........ccccceeevereceescercsancsasen 113
I1.3. Isolement et purification des bactéries lactiqUes.......cceeceererersercsncssarssaresascssasssascssas 113
I1.3.1. Distribution des genres de bactéries lactiques dans le lait de chamelle ............ 114
I1.3.2. Distribution d’especes de bactéries lactiques dans le lait de chamelle............... 118
I1.3.3. Identification MOIECUlAITe.......ooevveiiniiiniiiiieiiniiieiinionreeacsntoscssssnsonnsones 118
I1.4. L’activité antifongique des bactéries Iactiques........cccereercercrncscancrancssaresanessasesasesans 120
II .4.1. Résultats de criblage des souches lactiques a activité antifongique................. 120
I1.4.1.1. Résultats de criblage par la méthode de double couche ..........ccceeervererncrcanenns 120
11.4.1.2. Résultat de activité antifongique par la méthode de confrontation.............. 121
I1.4.2. Résultat de I’activité antifongique sur milieu liquide.......c.ccceevverersrarccrecssercsances 124
I1.4.3. Résultats de la détermination du spectre antifongique.........cccceeeecveessercsancsacens 127
11.4.4. Aspect microscopique des souches fongiques inhibées par les bactéries

JACHI(JUIES cuveeerrrrecssnressnressnnessrnncsssnssssssssssnsssssnssssassssssssssssssssasssssasssssnssssssssssssssssssssssnsssssnsssses 133
I1.4.5. Résultats de ’activité antifongique du surnageant acellulaire........cccceeeeerunennee 134
11.4.6. Effet de variation des conditions de croissance sur la production de

COMPOSES ANLITONGIGUES..ccceruierreinsancssenssanessenssanesssssssnsssasssassssssssssssssssssssssssssasssssssssssssssssassss 136
I1.4.6. 1. Activité antifongique a différentes températures d’incubation...........cecceveeee 136
11.4.6. 2. Activité antifongique a différents pH du milieU........ccccceeeeereercarccncscencsancsasens 137
I1.4.6. 3. Activité antifongique en fonction de source de carbone ...........cceeeeeeresvecsanees 138
I1.4.7. Caractérisation des métabolites antifongiques..........ceeveeerurcssercsrncsancssasosssesescanes 139
I1.4.7. 1. Influence de PH ......ccovuiivrreiinseicsssnicssnncssanssssanesssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 139
11.4.7. 2. Influence de H20: sur ’activité du surnageant acellulaire des bactéries

JACHI(JUIES cuveeecrnrecsnressanessnnessrnnssssnssssssessssnssssanssssassssssssssssssssssssssasssssnssssssssssssssssssssssnsssssnsssses 140
11.4.7. 3. Influence de 1a teMPEIraAtUTe........cccceerrrecrressarcsrcssasssasessasessssssasssssessassssssssasons 141
11.4.7. 4. Influence des protéases sur ’activité du surnageant acellulaires.........c.cceuee. 143
I1.4.8.Traitement in situ des graines stockées par le surnageant acellulaire des

DACLEries JaCtIUES...cuierrrersercsncssencssressansssnessassssnessasssssessasssssessasssssessassssssssassssssssassssssssasssss 144
Conclusion et PreSCriPtiVeS...ccueicieicrsssicssssecssssesssasesssasesssasesssssesssssssssssesssssessssssssssssssasssses 145
Références bibliographi(Ues .......ccccceviesreissancssenssensssnsssessssncssasssssssasssssssssssssssssassssssssassss 145
Annexes

Xi



Tableau 01 :

Tableau 02 :

Tableau 03 :

Tableau 04 :

Tableau 05 :

Tableau 06 :

Tableau 07 :

Tableau 08 :

Tableau 09 :

Tableau 10 :

Tableau 11 :

Tableau 12 :

Tableau 13 :

Tableau 14 :

Tableau 15 :

Tableau 16 :

Tableau 17 :

Tableau 18 :

Tableau 19 :

Tableau 20 :

Tableau 21 :

Tableau 22 :

Liste des tableaux

Production du lait de chamelle dans le monde et en Algérie (en
tonnes de lait) selon FAO 2014

Caractéristiques physico-chimiques du lait de chamelle

Composition chimique globale du lait de chamelle

Teneur en vitamine en 100 ml du lait de chamelle

Teneur en minéraux ( macro-éléments) dans lait de chamelle en( mg
/100 g)

Teneur en oligo-éléments dans le lait de chamelle

Différents genres de bactéries lactiques

Bactéries lactiques isolées dotées d’un effet antifongique

Substances antifongiques identifiées chez les bactéries lactiques
Quelques especes fongiques productrices de mycotoxines

Répartition des souches productrices de mycotoxines isolées du blé
tendre

Répartition des souches productrices de mycotoxines isolées du café
vert

Distribution des isolats mycotoxinogenes isolés du pois-chiche
Résultat de mesure du pH, d’acidité titrable et de la densité

Résultats de mesure de la matiere seche et le taux de cendre

Résultats de mesure du taux de la matiere grasse, protéines totales et
lactose

Dénombrement de la flore aérobie totale et la flore psychrotrophe
Dénombrement des coliformes totaux, coliformes thermotolérants et
streptocoques fécaux

Dénombrement des levures et moisissures

Bactéries lactiques identifiées et leur pourcentage de similarité

Criblage des bactéries lactiques a effet antifongique

Spectre antifongique des bactéries lactiques

Xii

12

13

14

14

19

25

29

37

101

102

103

104

106

107

109

111

113

119

122

130



Tableau 23 :

Tableau 24 :

Tableau 25 :

Tableau 26 :

Diametre de la zone d’inhibition
Effet de la température d’incubation sur I’activité antifongique
Effet du pH du milieu de culture sur I’activité antifongique

Effet de la source du carbone sur I’activité antifongique

Xiii

135

136

137

138



Figure 01 :
Figure 02 :
Figure 03 :
Figure 04 :
Figure 05 :
Figure 06 :
Figure 07 :
Figure 08 :
Figure 09 :
Figure 10 :
Figure 11 :
Figure 12 :
Figure 13:
Figure 14:
Figure 15 :
Figure 16 :

Figure 17 :

Figure 18:

Figure 19 :
Figure 20 :
Figure 21:

Figure 22 :

Liste des figures

Répartition des chameaux dans le monde

Localisation des principales races de dromadaires en Algérie
Principaux caracteres morphologiques des Aspergillus

Caracteres morphologiques des Penicillium

Caracteres morphologiques des Fusarium

Micro-culture des moisissures pour 1’identification microscopique
Points de prélevement du lait de chamelle

Séquencage de I’ADN a I’aide d’électrophorese capillaire en gel
Schéma du test de 1’activité antifongique par la méthode des puits
Valeurs moyennes de pH des différents échantillons analysés
Résultats du taux d’humidité des différents échantillons analysés.
Taux de la microflore fongique totale présente dans les différents
échantillons

Taux de contamination fongique interne dans les différents
échantillons

Pourcentage des souches fongiques identifiées contaminants le blé
tendre local et importé

Pourcentage des souches fongiques identifiées contaminants le café
vert

Pourcentage des souches fongiques identifiées contaminants le pois
chiche

Photo de structure macroscopique et microscopique des Penicillium
Photo de structure macroscopique et microscopique des Aspergillus
Aspect morphologique et microscopique de la souche Fusarium
Photo de structure macroscopique et microscopique d’Alternaria

Photo structure macroscopique et microscopique de Cladosporium

Photo de structure macroscopique et microscopique d’ Ulocladium

Xiv

32

33

35

45

48

67

70

75

76

78

79

81

81

82

84

86

87

88

89

89



Figure 23 :
Figure 24 :
Figure 25 :
Figure 26 :
Figure 27
Figure 28
Figure 29
Figure 30
Figure 31
Figure 32
Figure 33
Figure 34
Figure 35
Figure 36
Figure 37
Figure 38
Figure 39
Figure 40
Figure 41
Figure 42
Figure 43
Figure 44
Figure 45 :

Figure 46 :

Photo de structure macroscopique et microscopique de Rhizomucor

Aspects culturaux et microscopiques de 1’espece Aspergillus
ochraceus
Aspects culturaux et microscopiques de 1’espece Aspergillus niger

Aspects culturaux et microscopiques de 1’espece Aspergillus
candidus

Aspects culturaux et microscopiques de 1’espece Aspergillus
Sfumigatus

Aspects culturaux et microscopiques de 1’espece Aspergillus
parasiticus

Aspects culturaux et microscopiques de 1’espece Aspergillus flavus

Aspects culturaux et microscopiques de 1’espece Aspergillus niveus
Aspects culturaux et microscopiques de 1’espece Aspergillus ustus

Aspects culturaux et microscopiques de I’espece Aspergillus
clavatus
Aspects culturaux et microscopiques de I’espece Aspergillus roseus

Aspects culturaux et microscopiques de I’espece Aspergillus
carbonarius
Aspects culturaux et microscopiques du Penicillium expansum

Aspects culturaux et microscopiques du Penicillium verrucosum
Aspects culturaux et microscopiques du Penicillium viridicatum

Aspects culturaux et microscopiques de I’espece Penicillium
italicum

Aspects culturaux et microscopiques de 1’espece Fusarium
graminearum

Photos des plaques CCM des isolats des différentes souches cultivées
sur milieu YES

Aspect macroscopique des bactéries lactiques

Aspect microscopique des lactobacilles
Aspect microscopique des coques lactiques

Distribution des bactéries lactiques isolées a partir du lait de
chamelle selon les genres

Résultats des tests d” hémolyse, d’ utilisation du citrate et de
I’hydrolyse de I’esculine

Résultats de tests d’ hydrolyse de 1’arginine , production d’acétoine,
et recherche de type fermentaire

XV

90

91

91

92

92

93

94

94

95

95

96

97

97

98

99

99

100

100

113

114

114

115

116

116



Figure 47:
Figure 48:
Figure 49:
Figure 50:
Figure 51:
Figure 52:
Figure 53:
Figure 54 :
Figure 55 :
Figure 56 :
Figure 57 :
Figure 58 :
Figure 59 :
Figure 60 :
Figure 61 :
Figure 62 :
Figure 63 :
Figure 64:
Figure 65 :
Figure 66 :

Figure 67 :

Extrait du chromatogramme du début de nucléotides présentant les
mauvais pics de la souche

Exemple de résultats obtenu en utilisant BLASTN sur le site
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)

Activité antifongiques des bactéries lactiques contre Aspergillus
fumigatus par la méthode de double couche

Distribution des genres selon I’effet antifongique

Activité antifongique des bactéries lactiques par la méthode de
confrontation
Activité antifongique des coques lactiques sur milieu liquide

Activité antifongique des Lactobacillus sur milieu liquide

Aspect du biofilm fongique inhibé€ par les bactéries lactiques sur
milieu liquide

Inhibition de la croissance du Fusarium graminearum par la méthode
de confrontation

Inhibition de la croissance de Penicillium digitatum par les bactéries
lactiques

Inhibition de la croissance d’Aspergillus ochraceus par les bactéries
lactiques

Inhibition de la croissance d’Aspergillus carbonarius par les bactéries
lactiques

Inhibition d’Aspergillus flavus par la méthode de double couche

Aspect microscopiques des souches fongiques inhibées par les
bactéries lactiques
Activité antifongique du surnageant acellulaire des bactéries lactiques

Activité antifongique du Lb.plantarum lac 01 en fonction du pH
Activité antifongique du surnageant acellulaire neutralisé

Diametre des zones d’inhibition fongique des surnageants acellulaires
neutralisés

Activité antifongiques des surnageants acellulaires traités par
I’enzyme catalase

activité antifongiques des surnageants acellulaires chauffés

activité antifongiques des surnageants acellulaires traités par
I’enzyme pepsine

XVi

118

119

120

121

122

125

125

126

127

128

128

129

129

133

134

137

140

141

142

140

143



ADH
ADN
AF
AFB

AFG
AOAC :
BCP
CCM
CYA

°D
DCPA
DCMA :
ddNTP :

DG18

FB1
GYA
G25N

IDF

MEA
MRS
MSE
NF

OTA
OGA

PCA
PCR
PDA
Ped

TSC

Liste des abréviations

Aspergillus

Arginine dihydrolase
Acide désoxyribonucléique
Aflatoxine

Aflatoxine B

Aflatoxine G

Association of Official Agricultural Chemists
Pourpre de bromocrésol

Chromatographie sur couche mince

Czapek Yeast extract Agar

Degré Dornic

Dichloran chloramphenicol peptone agar
Dichloran chloramphenicol Malt extract Agar

didésoxyribonucléotide

Dichloran Glycerol
Fusarium

Fumonisine B1

Glucose Yeast extract Agar

Glycérol Nitrate Agar a 25 °C
International Dairy Federation

Malt Extract Agar

Gélose de Man, Rogosa, Sharpe
Gélose de MAYEUX, SANDINE et ELLIKER
Norme Francaise

Ochratoxine A

Oxytétracycline Glucose Agar
Penicillium

Plate Count Agar

Polymerase Chain Reaction
Potato Dextrose Agar
Pediococcus

Tryptone-Sulfite-Cyclosérine

XVii



UFC : unité formant colonie
UFT : Unité formant trouble
VRBL : gélosé ala bile, au rouge neutre, au cristal violet et au lactose

ZEA : zéaralénone

XViii



Introduction



Introduction

Le stockage des denrées alimentaires et des aliments pour bétail, est exposé a un probleme
majeur est qui est la contamination et la détérioration par des moisissures (Aspergillus,
Fusarium et Penicillium) qui engendrent de grandes pertes économiques dans le monde entier

(Pessu et al., 2011).

De plus, les aliments contaminés par des champignons peuvent avoir plusieurs des effets
cancérigenes, mutagenes, tératogenes et immunosuppressives dues a la production de

mycotoxines par différentes especes fongiques (Omotayo et al., 2019).

Pour préserver la sécurité des denrées alimentaires et les aliments pour animaux, la lutte se
fait par 1”’application de méthodes physiques et des produits chimiques. Néanmoins, le
traitement physique comprenant la sonication, irradiation, chauffage, impulsions électriques,
haute pression, filtration et Il'adsorption peut contribuer a abaisser la qualité
alimentaire.(Schniirer et Magnusson, 2005) De plus, le traitement chimique utilisant des
agents antifongiques synthétiques, présentait certaines effets négatifs, notamment
I’accumulation possible de résidus chimiques dans les aliments et I'environnement ainsi que la

mutation possible de champignons toxinogenes (Kabak et al .,2006).

Outre les effets négatifs sur le goit et la saveur, les consommateurs sont également de plus
en plus préoccupés par I'utilisation de conservateurs et de produits chimiques dans les
aliments, ce qui stimule la demande vers les produits naturels et biologiques. Par conséquent,

il y a un intérét important a développer des conservateurs naturels pour améliorer ou

remplacer les traitements chimiques (Cheong et al., 2014).

La biopréservation désigne 1’utilisation de la microflore naturelle,ou ses métabolites, pour
prolonger la durée de conservation et améliorer la salubrité des aliments (Stiles, 1996). Etant
donné que les bactéries lactiques sont présentes naturellement dans de nombreux systemes
alimentaires, elles ont été utilisées sans crainte dans les aliments fermentés. Elles ont un grand

potentiel pour une utilisation prolongée dans la biopréservation.

De nombreuses publications ont identifié les activités antibactériennes (O’sullivan, Ross
et Hill, 2002) et antifongiques (Crowley et al., 2013, Dalié et al., 2010, Magnusson et al.,
2003, Schniirer et Magnusson, 2005) des bactéries lactiques . L’activité antimicrobienne des

bactéries lactiques est due a la production de plusieurs substances antimicrobiennes telles que



I’acide lactique, qui abaisse le pH dans les aliments et aide a inhiber la croissance d’autres
micro-organismes (Brul et Coote, 1999). D’autres composés produits par les bactéries
lactiques tels que le peroxyde d’hydrogene, I’acide acétique, la réutérine, le diacétyle et les
bactériocines contribuent également aux capacités de conservation (Caplice et Fitzgerald,

1999, Lindgren et Dobrogosz, 1990).

Certaines études ont démontré que les bactéries lactiques isolées a partir de différents
types d’aliments ont des propriétés antifongiques , ces études décrivent aussi les métabolites
antifongiques des bactéries lactiques et démontrent leur potentiel protection dans les modeles
de produits laitiers, de cacao, de boulangerie, de jus de fruits et de purée (Bartkiene et al.,
2020; Cheong et al., 2014; Crowley et al., 2012; Le Lay, Mounier et al., 2016; Romanens
et al., 2019; Ruggirello et al., 2019; Russo et al., 2017).

Cependant , quelques travaux limités ont été effectuée pour étudier spécifiquement 1’ utilité
des bactéries lactiques dans la biopréservation de denrées alimentaires stockées, une étude
approfondie sur ce sujet est nécessaires car il est crucial de conserver la qualité des denrées
stockées pour éviter des pertes économiques et pour permettre une qualité optimale des

produits alimentaires finaux utilisant ces denrées stockées comme ingrédient .

Notre étude vise a étudier I’activité antifongique des bactéries lactiques isolées a partir du
lait de chamelle contre les moisissures couramment associées a la détérioration des denrées
alimentaires stockées.

Cette theése est composée de trois parties: la premicre est consacrée a une étude
bibliographique rappelant

- Le lait de chamelle,

- Les bactéries lactiques et leur activité antifongique

- en fin les moisissures
La seconde partie expose les objectifs de la these, le matériel utilisé pour la réalisation des
différentes analyses et détaille la méthodologie de recherche et la démarche expérimentale
mise en place.

La troisiéme partie traite les résultats et les discussions.



Partie

bibliographique
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Chapitre I Lait de chameble

Les chameaux et les dromadaires sont des éléments indispensables dans la vie des
personnes vivant dans les régions arides et sahariennes pour de nombreuses raisons. En outre,
c’est une excellente source de viande et de produits laitiers dans les zones difficiles a produire

de la nourriture (Mahgoub et Sulieman, 2022).
I-1.0rigine

Le nom « dromadaire » est tiré du mot grec « dromados » qui signifie coureur, pour son

utilisation dans le transport (Souilem et Barhoumi, 2009).

Le dromadaire vit quasiexclusivement dans les zones désertiques et arides. Gauthier-
Pilters (1981) rapporte que les ancétres des camélidés actuels apparaissent au Tertiaire en
Amérique du nord. D’apres Yagil (1984), ces proto-camélidés migrérent d’ Amérique du nord

vers les autres parties du monde et s’éteignirent dans leur lieu d’origine.

1.2.Taxonomie

Le dromadaire appartient a 1’embranchement des vertébrés, classe des mammiferes
placentaires. Il appartient a I'ordre des Artiodactyles, sous-ordredes Tylopodes (Correa,

2006) et a la famille des camélidés.

I1 se caractérise par 1’existence d’une seule bosse, et se distingue de ce fait, du chameau a
deux bosses (Camelus bactrianus) deuxieme espece du méme genre. Une autre différence
essentielle entre les deux especes, réside dans le fait que le dromadaire occupe des aires
géographiques appartenant a plusieurs continents comme 1’Australie, 1’Afrique du Nord,
I’ Amérique du sud et 1’ Asie, alors que le chameau a deux bosses ne se trouve qu’en Asie . A
coté des deux especes de chameaux précédemment décrites, la famille des camélidés
comporte un autre genre : le Lama dont I’aire de distribution se limite aux hautes altitudes des

désert du continent Américain (Chatt,2013).
I.3.Répartition géographique et effectif des dromadaires

1.3.1.Dans le monde :

L’aire de répartition géographique de la population caméline, se situe, aux niveaux des
zones tropicales et subtropicales et s’étend, des régions arides et semi-arides du nord de

I’ Afrique(Mauritanie) jusqu’au nord-ouest du continent asiatique (Chine)( figure O1).
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Une implantation massive de dromadaires a été faite au siecle dernier en Australie, des
introductions tres ponctuelles ont également été réalisées aux Etats-Unis, en Amérique

Centrale, en Afrique du Sud et en Europe (Ould Ahmed, 2009).

Arr e Beartas 0 &) Lranadae Adre de Bolr il ime A Chammesu de Ba e

Figure 01 : Répartition des chameaux dans le monde (Ould Ahmed, 2010)

D’apres les statistiques de I'organisation d’alimentation et d’agriculture (FAO) en 2008, La
population mondiale de chameaux est estimée a pres de 20 millions de tétes. Avec la Somalie
ayant le plus grand troupeau dans le monde (Al Haj et al Kanhal, 2010).Prés de 80 % de la
population de dromadaires se situe en Afrique ol I'essentiel des effectifs est concentré dans
les pays de la Corne (Somalie, Ethiopie, Djibouti, Kenya, et Soudan) qui abritent environ 60
% du cheptel camelin mondial. La Somalie, a elle seule, avec ses 6 millions de dromadaires,
possede pres de 50 % du cheptel africain, ce qui lui vaut vraisemblablement I’appellation de

"pays du chameau" (Correa, 2006).
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1.3.2.En Algérie

En Algérie, I’élevage camelin a toujours joué et joue encor un rdle considérable dans le
développement de 1’économie régionale des zones arides par ces productions en viande, lai ,
poils, peau crottins et ses utilisations socioculturelles comme animal de selle et de transport.
Toutefois, I’effectif camelin Algérien a diminué d’environ 40 % durant ce dernier siecle . En
1890, un effectif de 159 000 tétes a été enregistré, de 194 000 en 1910, de 158 000 en 1962,
de 141 000 en 1985, et de 135 000 en 1990 (Chehma,2002).

Le dromadaire se distribue dans 17 wilayat (8 sahariennes et 9 steppiques) avec 268.560
tetes en 2005. 75 % du cheptel est dans les wilayat sahariennes (Ouargla Ghardaia, El-Oued,
Tamanrasset, Illizi, Adrar, Tindouf et Béchar) dont le plus grand effectif est dans les wilayat
de Tamanrasset et El-Oued) et 25% du cheptel est dans les wilayat steppiques (Biskra,
Tébessa, Koechel, Batna, Djelfa, El-Bayad, Nadma , Laghouat et M'sila) (Ben Aissa,1989).
Pour bien préciser la répartition géographique du cheptel camelin dans notre pays, on
distingue trois grandes aires de distribution :

La premiere aire de distribution, est le Sud-est : El-oued, Biskra, M’sila, Tébessa,Batna,
Ouargla, Ghardaia, Laghouat et Djelfa ;

La deuxieme aire, est le Sud-ouest représentée par : Bechar, Tindouf, Naama, El-Bayadh,
Tiaret et le nord d’ Adrar ; L’extréme sud, c’est la troisieme aire de distribution : Tamanrasset,

Illizi, le sudd’ Adrar (figure 02) (Ben Aissa, 1989).
L.4.Populations Algériennes

Des populations de selles, de bat et de trait sont rencontrées en Algérie et qui se retrouvent
également dans trois pays d'Afrique du Nord ; Il s'agit des populations suivantes :
L.4.1.Chaambi

C’est la population la mieux adaptée pour le transport, les individus de cette population
sont robustes et possedent une grande musculature et un fort squelette osseux. Sa hauteur a
I'épaule peut atteindre 1.65 m. Sa répartition va du grand erg occidental au grand erg oriental.

On le retrouve aussi dans le Metlili des Chaambas.
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1.4.2. Ouled Sidi Cheikh

Les individus de cette population sont de tailles moyennes et variant entre 1.80 m et 1.83
m. ils sont robustes et plus adaptés aux sols caillouteux qu’aux sols sableux. Leurs poils sont
de couleur foncée. Ce sont des animaux de selle. On les trouve dans les hauts plateaux du

grand erg occidental.

1.4.3. Saharaoui

C’est un animal issu du croisement de la population Chambi avec celle d’Ouled sidi
cheikh .C'est I'animal noble par excellence, par sa couleur, son allure, sa morphologie
longiligne, C'est un animal de selle, adapté a la course dans le désert saharien. Son territoire

va du grand erg occidental au centre du Sahara.

1.4.4. Ait Khebbach

Est un animal de bat. Généralement forts, présentant des muscles bien développés avec des
poils courts et ondulés et une couleur foncée On le trouve dans l'aire Sud-Ouest (Harek,

2017).

1.4.5. Chameau de la steppe

Cette population cameline se caractérise par ses poils qui sont les meilleurs du point de vue
quantité et qualité par rapport aux autres populations en Algérie, elle est utilisée pour le

nomadisme rapproché. On le trouve aux limites sud de la steppe.

1.4.6. Targui

Les individus de cette population sont habitués aux conditions routieres difficiles du
Tassilli et du massif central du Hoggar. Ce sont des animaux de scelle par excellence, assez
grands (plus de 2 m) avec des membres fins et musclés. La bosse est relativement petite.

La queue est petite et la semelle est fine. Le manteau est blond ou pointillé, les poils sont
courts et la peau est fine. Les males sont largement utilisés pour la reproduction. Cette race se

trouve principalement autour du Hoggar et dans le Sahara central (Harek et al., 2017)

1.4.7. Ajjer

Est une population de dromadaire , principalement utilis€é comme animal de selle et de bat.

Les individus de cette population sont petits de taille que l'on trouve dans le massif
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montagneux du Tassili n'Ajjer, au sud-est de 1’ Algérie. De couleur claire, gris, parfois pies, ils
mesurent entre 180 et 190 cm .ils sont adaptés aux zones de montagnes et les terrains

accidentés (Harek et al., 2017).

1.4.8. Chameau de I’Aftouh

Cette population est appréciée de sa viande. L’origine de son appellation Aftouh n’est pas
clairement définie. Cette population dérive génétiquement de Reguibi en raison de leur
morphologie proche bien que I’ Aftouhsoit plus massif. Les deux populations vivent dans la
méme région, mais les habitants préferent Aftouh pour voyager. Son aire de répartition est
limitée a Reguibet (Tindouf et Bechar) et au Sahara Occidental et a la Mauritanie (Ben

aissa,1989 ; Harek et al., 2017)

} "

LY

Figure 02 : Localisation des principales races de dromadaires en Algérie (Ben Aissa, 1989)
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1.4.9. Reguibi

C’est un animal de scelle par excellence, grace a sa taille moyenne, utilisé aussi pour la
production de lait en raison de sa relation avec la population Ould Sidi Chikh; son aire de

répartition est limitée au sahara septentrional (Bechar, Tindouf). (Harek et al., 2017 )
L.5.Production de lait par les dromadaires :

La population mondiale de dromadaires est estimée a 20 millions de tétes dont les femelles
laitieres représentent 18 % avec une production moyenne de 1500 litres par an, la production
mondiale en lait de chamelles serait de 1'ordre de 5.4 millions de tonnes dont 55 % environ est
prélevée par les chamelons (Siboukeur,2007) les productions individuelles varient entre 1000
et 2700 litres par lactation en Afrique, mais peuvent atteindre 7 000 a 12 000 litres selon
certaines sources en Asie du sud. La courbe de lactation est comparable a celle des bovins
avec une persistance meilleure. La durée de la lactation est trés variable (de huit a 18 mois en
général), soit des durées plus importantes en moyenne que les vaches laitieres dans les mémes
conditions. La productivité laitiere des chamelles (250 kg/Unité Bétail Tropical/an) est

supérieure a celle des petits ruminants (220 kg) et a celle des zébus (100 kg) (Rahli,2015)

Selon FAO 2014 la production du lait camelin en Algérie a connu une petite évolution au
cours des dernicres années (tableau 01)
Tableau 01 : Production du lait de chamelle dans le monde et en Algérie (en tonnes de lait)

selon FAO 2014

Année Production mondiale Production en Algérie
2003 21557235 249975
2004 22363297 273200
2005 22317980 268600
2006 22481647 286670
2007 25399057 291360
2008 26327920 295085
2009 25853961 301120
2010 26331535 313990
2011 26768690 318755
2012 26980376 340140
2013 26989193 344015
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1.6. Lait de chamelle

Le lait de chamelle, comme celui des autres mammiferes, est un milieu de composition
chimique et physique complexe qui permet au jeune chamelon de couvrir ses besoins
énergétiques et nutritionnels pendant la premiere étape de son existence(Sboui et al.,2009)

I1 est d’une grande importance pour 1’organisme humain grace a sa composition équilibrée en
nutriments de base (protéines, glucides et lipides) et sa richesse en minéraux et vitamines

(Ismailiet al .,2016)

1.6.1. Caractéristiques du lait de chamelle

1.6.1.1Caractéristiques organoleptiques et physico-chimiques

Le lait de chamelle est généralement blanc opaque et d’un aspect moins visqueux que le

lait de vache. Il a une saveur douce sucré et forte avec un goiit Iégerement salé.

Selon Hamidi(2015) le lait de chamelle est moins riche en soluté, le taux de la matiére
seche est de ’ordre de 118,1 g/l cette infériorité est due a la variabilité génétique entre
especes différentes

Le pH du lait camelin se situe autour de 6,31 a 6,97, il est plus acide comparativement
avec le lait de vache caractérisé par un pH qui peut dépasser 6.8. Cette caractéristique du pH
est due a la teneur relativement élevée en vitamine C et en acides aminés solubles du lait de
dromadaire qui serait a 1’origine du pH bas(Saley,1993)I’acidité est de I'ordre del6,4 a
18°Dornic. Sa densité oscille entre 0,99 et 1,034 avec une viscosité moyenne de 2,2
(Siboukeur 2007 ;Sboui et al., 2009 ;Hamidi,2015).L.a composition physicochimique du lait
de chamelle est variable selon I’alimentation des animaux, les conditions environnementales
ainsi que la période de lactation (Ismaili et al., 2016)

Tableau 02 : Caractéristiques physico-chimiques du lait de chamelle

pH Acidité dornic Densité Réference

6.51 17 1.030 Debouzet al., 2014
6.31 18.2 1.0230 Siboukeur, 2007

6,8 16,4 1,0227 Rabhli et al.,2015

6,41 17,2 1,020 Sboui et al.,2009

6,55 17,5 1,028 Boudjenah et al., 2012
6,51 17,2 1.0272 Hamidi et al.,2015
6.64 16 1.033 Shamsia ,2009

6.77 18 1.015 Khaskheli et al.,2005
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6.38 14.45 1,0286 Abdelhadi et sidi , 2016

1.6.1.2. Caractéristiques chimiques et biochimiques

Le lait de chamelle est 1'un des composants de base de l'alimentation humaine dans
différentes parties du monde, principalement dans les zones arides et semi-arides. Il contient
également tous les nutriments essentiels présents dans le lait bovin (protéines, lipides,
minéraux, lactose) (Felfoul et al., 2016) . Sa composition a été étudiée dans différentes

parties du monde .

Comme dans tous les laits, ’eau est 1’élément le plus abondant. En effet, I’eau joue le role
de solvant pour divers constituants solides du lait. D’apres la littérature, le niveau d’eau de
lait de chamelle varie entre 83 et 90 % avec une moyenne de 88,18 % (tableau3). La
consommation d’eau par les chameaux s’est avérée €tre inversement liée aux solides totaux et
la consommation d’eau et d’aliments pour animaux a la plus grande influence sur la teneur en
eau du lait de chamelle. Pendant la période seche, la production de lait de chamelle diminue et
augmente pendant la période pluvieuse (Brezovecki et al., 2015). Soliman (2005) a signalé
une teneur en eau de 87,05 % dans le lait de chamelle Egyptien par rapport au lait des autres
especes, y compris la vache, les humains, le buffle et la cheévre qui en contient 86,47% |,

86,70% , 82,33% et 87,38 % respectivement.

Les protéines du lait de chamelle sont trés diverses en termes de composition et de
propriétés (biologiques, technologiques et fonctionnelles). Les protéines sont considérées
comme le composant principal du lait, ce qui a un impact important sur sa valeur
nutritionnelle et son adéquation technologique (Gizachew et al.,2014). Selon Les études, la
teneur en protéines du lait de chamelle varie autour de 2,15 et 4,61% avec une moyenne de
3,03% (tableau 3); les protéines du lait sont divisées en deux groupes principaux: la caséine et
la protéine de lactosérum. D’autres protéines mineures, mais ayant un role majeur, sont
également présentes. Quantitativement, les caséines sont les protéines les plus abondantes
dans le lait de chamelle et se situent dans la gamme de 52 et 87% des protéines totales,
comme I’indiquent Singh et al. (2017). Une grande variation quantitative a été observée par
divers auteurs sur les protéines du lait de chamelle selon les régions (tableau 3) . Comparé a
d’autres laits de vache, de chévre, d’anesse et d’homme, le lait de chamelle s’est avéré étre le
plus riche en protéines totales (3,41%) (El-Hatmi et al., 2015). Qualitativement, il existe des

différences entre la caséine du lait de chamelle et le lait des autres ruminants. En ce sens, la
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présence des trois fractions (aS1-, aS2-, B-caséines) a été notée ; cependant, contrairement au
lait de vache, la k-caséine est absente (Si Ahmed et al.,2013). Les protéines de lactosérum
sont la deuxieme classe importante de protéines du lait de chamelle qui constitue 20 a 25%
des protéines totales du lait et représente 0,63 a 0,80% dans le lait. La distribution des
protéines de lactosérum dans le lait de chamelle differe de celle des autres laits. Dans ce
contexte, Si Ahmed et al. (2013) sur leur étude réalisée sur les protéines de lactosérum du lait
de dromadaire Algérien ont révélé la présence de a-lactalbumine comme protéine majeure de
lactosérum existant sous deux formes différentes, de poids moléculaire identique.La B-
lactoglobuline était absente dans le lait de chamelle analysé, ce qui est, selon les mémes
auteurs, bénéfique pour I’alimentation des nourrissons afin de soulager certaines réactions
allergiques, en particulier chez les enfants causées par cette protéine, de sorte que le lait de
chamelle constitue une alternative intéressante au lait de vache car il ne contient pas de [-
lactoglobuline, une protéine de lait typique caractéristique du lait de ruminant. Cependant,
dans le lait de vache, la B-lactoglobuline représente jusqu’a 50% de la protéine totale de
lactosérum, ce qui en fait la protéine principale, tandis que la a-lactalbumine ne représente
que 25% (El-Hatmi et al.,2007 ;Kula ,2016 )

D’autres protéines de lactosérum se trouvent également dans le lait de chamelle
commel’albumine sérique bovine (68 kDa) et d’ovalbumine (45 kDa), a ’exception de la
lactoferrine (72 kDa) El-Hatmi et al.(2007)et Merzouk et al. (2013) qui ont étudié la
protéine de lactosérum dans le lait de chamelle et les colostrums tunisiens ont indiqué que le
lait de chamelle contient de nombreuses « protéines protectrices », qui auraient des propriétés
bactéricides, viricides et immunologiques. Les plus importantes de ces protéines sont la
lactoferrine, également lactophorine, et la protéine de reconnaissance des peptidoglycanes

(PGRP), en plus des immunoglobulines IgG2 et IgG3.

La matiere grasse du lait est considérée comme une source d'énergie. Elle agit comme un
solvant pour les vitamines liposolubles et fournit des acides gras essentiels (Farah,2004).
En général, la teneur moyenne en lipides du lait de chamelle est d’environ 3,27 % (tableau 3);
ce contenu dépend du régime alimentaire du chameau, de la race, du stade de lactation et de la

saison.

Le profil d’acides gras du lait de chamelle est généralement caractérisé par la présence
d’acides gras saturés en grande quantité, en particulier les acides myristique et palmitique, les

acides gras a longue chaine, insaturés et impairs, et les acides gras a chaine courte faible. Cela
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a été démontré dans plusieurs études (Abu-Lehia,1989; Singh et al., 2017;Dowelmadina et
al.,2018). Les acides palmitoléique, oléique et linoléique étaient les acides gras prédominants
dans les échantillons de lait de chamelle analysés au Bangladesh, tandis que les acides
stéarique, arachidique, béhénique et myristique étaient présents sous forme d’acides mineurs

(Nahar et al., 2016).

Le lactose est la principale fraction glucidique du lait. Le taux de lactose du lait de
chamelle oscille entre 2,93 et 5,12 % avec une moyenne de 4,26 % (tableau 3).La variation du
taux de lactose dans le lait de chamelle est sujette a des variations saisonnieres (hiver et été)
(Ismaili et al., 2019) . Shuiep et al. (2008)ont expliqué cette variation par 1’exercice
quotidien des animaux pour obtenir I’alimentation quotidienne a co6té de la mobilité
continue. De plus, cette variation serait due au fait que les chameaux paissent habituellement
sur la grande variation des plantes arides telles que les genres Aristida et Atriplex(Khaskheli

et al., 2005).

En général, la teneur en lactose change légerement entre les laits de chamelle de
différentes régions du monde (tableau3) La teneur moyenne en lactose du lait de chamelle (
49,8 g/L) était plus élevé que le lait de vache (42 g/L) et le lait de chevre avec seulement 17
g/L. de lactose (Bouhaddaoui et al., 2019). Dansl’étude comparative de Shamsia (2009) sur
le lait de chamelle égyptien, la teneur en lactose (4,86) était inférieure a celle du lait maternel

(6,45)..

Tableau 03:Composition chimique globaledu lait de chamelle

Payé Eau% Proteine % Matiere Lactose % Taux de Référence

grasse % cendre %
Maroc 89.58 2.55 3.32 4.37 0.87 Alaoui Ismaili et al

(2019)

Egypt 88.6 2.61 3.75 4.59 0.70 Elhosseny et al. (2018)
Libye 88.6 2.64 2.31 5.12 0.92 Alwan and Zwaik (2014)
Tunisie / 2.36 3.25 / 0.60 Hamed et al. (2017)
Tunisie 89.23 341 32 / 0.750 El-Hatmi et al. (2007)
Algérie / 3.37 3.72 4.13 0.96 Hadef et al. (2018)
Algérie 90.66 2.63 3.0 / 0.746 Merzouk et al. (2013)
Tunisie / 2.95 3.57 4.38 0.821 Jemmali et al. (2016)
Tunisie 88.06 3.42 3.75 4.28 0.75 Sboui et al. (2010)
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Arabie saudi  / 3.07 2.54 4.21 0.76 Musaad et al. (2013)
Jordanie 83.5 2.15 4.28 2.93 6.5 Aludatt et al. (2010)
Iran 88.75 4.61 2.72 3.05 0.86 Sanayeia et al. (2015)
Egypt / 3.46 4.0 3.05 0.87 Shamsia (2009)

Egypt 87.05 3.27 4.2 4.31 0.75 Soliman (2005)

Algérie / 2.81 2.98 4.31 0.756 Debouz et al. (2014)
Mauritanie 88.20 2.50 2.92 491 1.1 Meiloud et al. (2011)
Mauritanie / 3.31 2.74 4.42 0.65 Abdelhadi et sidi (2016)

Le lait de chamelle, comme d’autres types de lait, contient des quantités variables
devitamines (C), (E), (D) et (A) et certaines vitamines (B) complexes, mais en revanche, il se
distingue des autres types de lait parce qu’il contient des quantités excessives de vitamine C.
Cette vitamine est connue pour prévenir le stress oxydatif et contribuer a la construction tissus
conjonctifs et renforcement de I'immunité contre les maladies. Par conséquent, le lait de
chamelle peut grandement contribuer a fournir aux habitants du désert leurs besoins en cette
vitamine, que les populations rurales et urbaines avaient 1’habitude d’obtenir a partir de
légumes et de fruits( Alkoofee etAljaber, 2018), et que la présence de vitamine C dans cette
quantité relativement importante contribue également a prolonger la durée de conservation du
lait et augmenter sa résistance a la corruption perceptuelle résultant de 1’oxydation a I’air des
graisses.

En plus de cette vitamine, le lait de chamelle contient plus de vitamines d’acide
pantothénique, d’acide folique, de cobalamine (B12) et de niacine (B3)par rapport a celui du

lait de vache. En revanche, le lait de chamelle contient des quantités plus faibles de vitamines

A et de ribofavine (B2)(Singh et al., 2017)

Tableau 04: Teneur en vitamine en 100 ml du lait de chamelle (Haddadin et al. ,2008)

Vitamine Teneur
Vitamine A (pg) 26.7
Vitamine D (ng) 0.3
Thiamine(mg) 0.048
Riboflavine (mg) 0.168
Niacine(mg) 0.77
Acide Pantothénique (mg) | 0.368
Vitamine B6 (mg) 0.55
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Acide folique (pg) 87
Biotine (png) --

Vitamine B12 (pg) 85
Vitamine C (mg) 33

Selon les études , les minéraux en tant que teneur totale en cendres du lait de chamelle
variaient entre 0,60 et 1,30 % avec une moyenne de 0,80 % (tableau 3).qui parait comparable
a celle du lait bovin cité par Alais (1984) cette teneur diminue en cas de privation d’eau

(Yagil, 1985), elle varie également en fonction du stade de lactation.

Les sels minéraux présents dans le lait de chamelle sont aussi diversifiés que ceux
rencontrés dans le lait de vache. On y dénombre en effet des macro et des oligo-éléments qui
se trouvent sous forme de sels (phosphates, chlorures et citrates) ou de métaux divers

(sodium, potassium, magnésium, calcium, fer, cuivre, zinc...etc.).

Au niveau quantitatif, si la composition en macro-éléments (Na, K, Ca, Mg...) est
relativement similaire a celle du lait bovin, le lait camelin se caractérise néanmoins par des

taux plus élevés en oligo-éléments( tableau 5).

Les variations de la teneur en minéraux ont ét€ attribuées a la race, l'alimentation, les
procédures analytiques (Al Haj et Al Kanhal, 2010), I'apport en eau (Haddadin et al., 2008 ;
al haj et al kanhal, 2010), 1'état sanitaire de I’animal et le stade de la lactation (Farah, 2004).
Le lait de chamelle est une source riche en chlorure (Khaskeli et al., 2005) en raison des
fourrages consommés par les dromadaires, comme Atriplex et Acacia, qui contiennent

généralement une forte teneur en sel (Yagil, 1982).

Tableau 05 : Teneur en minéraux ( macro-éléments) dans lait de chamelle en( mg/ 100 g) .

Réference Ca P Na K Cl Mg
Shamsia (2009) 109 76 58 179 132.0 14.0
Ghada (2005) 111.4 81.2 57.8 156.3 - 6.7
Haddadin et al. (2008) 137 83 57.5 108.5 - -
Boudjenah et al.(2012) 122.9 - 89.3 156 .1 169. 10.7
Attiaet al. (2000) 123 102 66 172 - 9
Ould Moustapha(2016) 107 - 67,7 99,8 -- 9,7
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Tableau 06 : Teneur en oligo-éléments dans le lait de chamelle

Référence Fe Zn Cu Mn Unité
Yagil et Etzion, (1980) 2,6 4.4 1,6 0,2 mg/1
Sawayaet al.(1984) 2,64 4,47 1,63 0,2

Boudjenah et al.(2012) 2,39 3,53 0,49 -

Ghada (2005) 0.23 0.51 0.061 0.013 mg/100g

1.6.1.3 Caractéristiques microbiologiques du lait camelin

Le lait, en général, et le lait de chamelle en particulier, sont des milieux nutritifs permissifs

pour la croissance de nombreuses especes bactériennes.

Les communautés bactériennes présentes dans les laits crus de chamelle sont généralement
dominées par les bactéries lactiques (Benkerroum et al., 2003 ; Khedid et al., 2009; Berhe
et al., 2019) ou dans certains travaux les coques lactiques représentaient les principales
fractions d’especes récupérés par rapport aux lactobacilles (Dalmasso et al; 2008;
Ashmaiget al., 2009; Khedid et al., 2009; Rahman et al., 2010 ; Kadri et al ., 2021 ) par
contre des études ont reporté la dominance des lactobacilles dans le lait de chamelle (Wang
et al., 2008; Hao et al., 2010; Sun et al., 2010) . Sur la base de méthodes phénotypiques et
génotypiques par identification moléculaire basée sur 1'analyse de la séquence partielle du
gene ARNr 168, les bactéries lactiques isolées ont été inclus des especes qui appartiennent
aux genres Lactococcus , Leuconostoc, Pediococcus, Enterococcus , Streptococcus et

Lactobacillus.

Lactococcus, ce groupe est représenté notamment par I’espece L. lactis cette espece est
importante dans la technologie alimentaire et de nombreuses productions de bactériocine
(Song et al., 2017). Aussi les souches de Leuconostoc, en particulier Leuconostoc
mesenteroides qui ont été bien isolées en petit nombre dans plusieurs études (Edalati et
al .,2019 ; Ismaili et al., 2019 ; Kadri et al., 2021) sont fréquemment utilis€és comme
cultures de démarrage pour la production de beurre, de creme et de fromage (Leroyet De
Vuyst, 2004), encore plusieurs études ont confirmé la présence du genre Pediococcus dans le
lait de chamelle en faible pourcentage (Khedid et al.,2009 ; Davati et al., 2015 ) et qui est
représenté par les especes Pediococcus acidilactici et Pediococcus pentosaceus

(Nagyzbekkyzy et al ., 2020). Les pédiocoques sont largement décrites comme des
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probiotiques. De nombreuses souches de Pediococcus sont capables de produire des

bactériocines anti-listéria (pédiocines) (Porto et al., 2017).

Le genre Enterococcus comprend des micro-organismes pathogenes et commensaux.
Certaines especes du ce genreont été isolées du lait de chamelle sont impliquées dans la
fermentation de fromage et de saucisses seches de fabrication traditionnelle contribuant au
développement des caractéristiques organoleptiques de ces produits tels que Enterococcus.
faecium et Enterococcus italicus, ils produisent une variété de produits tels que les composés
aromatiques (Centeno et al., 1999), les enzymes (Ghrairi et al., 2008) et les bactériocines
(entérocines) (Achemchem et al.,2005; Fortina et al., 2008; Merlich et al., 2019). IIs
contribuent a la texture, saveur, arome et sécurité de différents aliments (Andrighetto et

al.,2001; Giraffa, 2002; Merlich et al., 2019).

D’autre rapports antérieurs confirment le petit nombre du Streptococcus dans le lait de
chamelle, deux especes ont été identifiées comme Streptococcus salivarius, Streptococcus
parasuis qui ont été isolées du lait camelin marocain cru (Khedid et al., 2009 ; Kadri et

al .,2021).

Selon Nagyzbekkyzy et al .( 2020) des especes appartiennent au genre lactobacillus isolée
a partir du lait de chamelle ont été identifié comme : Lactobacillus fermentum Lactobacillus
plantarum, Lactobacillus curieae, Lactobacillus casei, Lactobacillus oryzae,, Lactobacillus

paracasei, Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus brevis.

Lactobacillus est un groupe thermophile de bactéries lactiques utilisé comme cultures de
démarrage, dans les fermentations laitieres et comme bactéries probiotiques qui ont un impact

positif sur la santé de I’h6te (Thunell et Sandine, 2018).

D’autre bactéries causant la détérioration ou des maladies chez les animaux ou les humains

ont été aussi isolées a partir du lait de chamelle et identifiées dans plusieurs études .

Des études approfondies sur la qualité microbienne des échantillons de lait de chamelle
cru ont signalé que les entérobactéries représentaient une fraction importante des isolats des
échantillons de lait cru camelin examinés (Abera et al., 2016; Berhe et al., 2019) et comme
les entérocoques sont considérés comme des indicateurs de mauvaises méthodes sanitaires de

transformation des aliments. La croissance et 1’activité métabolique des entérobactéries dans
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le lait et les produits laitiers peuvent entrainer des ardmes indésirables, des odeurs, des défauts

de couleur et autres écarts organoleptiques (Baylis et al., 2011; Ntuli et al., 2016)

Les staphylocoques et les Pseudomonas ont été isolés en petit nombre a partir du lait camelin
(Benkerroum et al., 2003;Khedid et al., 2009 ; Jans et al., 2012). Les staphylocoques
peuvent étre transférés au lait par le canal de la tétine, I’équipement, 1’environnement ou la
manipulation humaine (Rosengren et al., 2010) et peuvent provoquer une grande variété de
maladies chez les humains et les animaux par la production ou la pénétration de toxines . De
plus, Staphylococcus est I'un des principaux genres contribuant au développement de la
mammite chez les animaux d'élevage et les humains (Quigley et al., 2013). De plus, les
toxines staphylococciques sont une cause fréquente d'intoxication alimentaire (Stoneham et

al., 2021).

Les genres Pseudomonas et Acinetobacter ont été signalées dans lait de chamelle (Zahran et
AlSaleh, 1997) et sont considérés comme les genres les plus importants dans le milieu laitier
(Ercolini et al., 2009; Quigley et al., 2013). Surtout le premier est une cause fréquente de
détérioration du lait de vache ou le stockage réfrigéré du lait peut favoriser la croissance des
bactéries psychrotolérantes. Le genre Acinetobacter représente une menace en raison de sa
capacité a rester viable pendant la dessiccation a long terme jusqu'a deux ans de stockage dans
les préparations pour nourrissons et a €tre récupéré apres reconstitution. En termes de
résistance aux antibiotiques, Acinetobacter spp. sont particulierement préoccupants, car ils

acquierent une résistance a une large gamme d'antibiotiques (Kadri et al.,2021).

Amrouche et al .(2020) ont signalé la présence d’ un tres faible niveau de moisissures
dans le lait de chamelle, y compris Fusarium spp., Penicillium. brevicompactum C.
cladosporioides. La contamination du lait par ces especes, probablement sous forme de spores
fongiques, peut étre due a la présence du champignon dans les aliments pour chameaux
contenant des céréales et du foin. Plusieurs especes de Fusarium, dont F. fujikuroi, F.
graminearum et F. asiaticum, sont des champignons mycotoxinogenes ; ils ont été impliqués
dans des maladies de plusieurs cultures agricoles telles que les céréales a petits grains et le

mais dans le monde entier.
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I1.1. Bactéries lactiques

Les bactéries lactiques sont un terme général désignant une classe de bactéries qui utilisent
le métabolisme des glucides dans I’environnement externe pour produire de 1’acide lactique.
Les bactéries lactiques sont largement répandues dans la nature et existent dans une variété
d’habitats. Extrémement riches en biodiversité, ils sont étroitement liés a la production et a la

vie humaine et ont une valeur sociale et économique importante. ( Zhang et Cai , 2014)

I1.2. Définition et caractéristiques

Ce sont un type de bacille et de cocci qui sont Gram positif, immobiles ne forment pas de
spore, anaérobies facultatives. Sauf pour quelques especes, (Zhang et Cai, 2014).
généralement immobiles dépourvues de catalase et de cytochrome oxydase .Ce sont des
bactéries dépourvues de nitrate réductase, exigeantes en facteurs de croissances ( Hammes et

Vogel, 1995)

Les bactéries lactiques colonisent de nombreux produits alimentaires tels que les produits
laitiers, la viande, les végétaux, et les céréales et font partie de la flore intestinale et vaginale

humaine ou animale (Dortu et Thonar, 2009).

La plupart des bactéries lactiques sont mésophiles ; certaines d’autre sont
psychrotolérantes ou thermotolérantes. La majorité des bactéries lactiques se développent a
des pH compris entre 4 et 6,5 et certaines sont encore actives a pH 9,6 ou a pH 3,2. Elles
présentent des tolérances tres différentes vis-a-vis du sel. Du point de vue nutritionnel, ces
micro-organismes utilisent les sucres comme source d’énergie (Hammes et Hertel, 1998).
Ont surtout des besoins complexes en facteurs de croissance tels que la vitamine B, des acides
aminés, des bases azotées, des peptides (Benyoucef, 2018) . Il est donc difficile d’obtenir de
bons milieux sélectifs car les milieux de croissance ont besoin d’étre « riches ».

L’abaissement du pH sera généralement utilisé comme moyen de sélection. (Leonard, 2013)

Essentiellement, le métabolisme des glucides fait par les bactéries lactiques peut étre
classé comme homolactique ou hétérolactique. Les bactéries homolactiques utilisent la voie
d’Embden-Meyerhof pour produire a partir du glucose deux molécules d’acide lactique. Les
souches hétérolactique, en utilisant la voie de 6- phosphogluconate, fermentent les hexoses
pour former I’acide lactique, le dioxyde d’oxygene et 1’éthanol (ou I’acide I’acétique) comme
produits finaux (Strom, 2005). La différence entre ces deux groupes est détectable par

dégagement de CO2. Certaines bactéries lactiques homofermentaires, sous certaines



Chapitre IT Les bactéries lactiques

19

conditions, c'est-a-dire dans les milieux pauvres en hexoses, peuvent fermenter les pentoses
pour produire de I’acide lactique et de 1’acide acétique comme produits finaux. Ces bactéries

sont qualifiées d’hétérofermentaires facultatives (Axelsson, 2004).
I1.3. Classification

La premiere classification des bactéries lactiques basée sur les propriétés observables a savoir
les propriétés morphologiques, biochimiques et physiologiques a été établie en 1919 par Orla-
Jensen.(Khodja, 2018)
Ces tests sont :
- Le type de paroi, la morphologique et la disposition cellulaire.
- Les différents métabolismes glucidiques, protéiques, lipidiques, le caractere fermentaire.
- La croissance des cellules sur des milieux hostiles et la syntheése d’enzymes (de protéases),
de métabolites (exopolysaccharides), de bactériocines, et la résistance aux bactériophages.
Puis, des études basées sur les criteres moléculaires ont permis de classer les especes selon les
criteres suivants :
- La détermination de la composition des peptidoglycanes (PTG) permet d’observer le
type d’espece selon la nature de la liaison peptidique.
- la composition de I’ADN mesurée par hybridation permet de différencier les genres et
les especes entre eux.
- la comparaison des séquences codant pour les ARN 16 S ribosomaux
Le pourcentage en bases Guanine+Cytosine (G-C %) permet le rapprochement des genres
Streptococcus (34-46%), Leuconostoc (36-43%) et Pediococcus (34-42 %) (Schleifer et al.,
1985; Schleifer et Kilpper-Bélz, 1987 ; Farrowet al., 1989). Le pourcentage de G-C des
especes du genre Lactobacillus est tres hétérogene et varie d’une espece a une autre de 32 a

53 % (Tableau. ) (Kandler et Weiss,1986)

Tableau 07 : Différents genres de bactéries lactiques

Genres Cellules Fermentation | ADN Références
Forme Arrangements G-C (%)
Streptococcus | Coques Chaines Homolactique | 34 - 46 Schleifer (1987)
Leuconostoc | Coques Chaines Hétérolactique | 36 - 43 Farrow et al.(1989)
Pediococcus | Coques Tétrade Homolactiques | 34 - 42 Schleifer (1985)
Lactobacillus | Bacilles Chaines Homolactique | 32 — 53 Kandler et Weiss
et (1986)
Hétérolactique
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Appartenant au phylum Firmicutes et a la classe des Bacilli, les bactéries lactiques sont
divisées en six grandes familles :
* Lactobacillaceae : regroupe les Lactobacillus, Paralactobacillus et Pediococcus.
* Aerococcacea qui comprend les genres Abiotrophia, Aerococcus, Dolosicoccus,
Eremococcus, Facklamia, Globicatella et Ignavigranum.
* Carnobacteriaceae qui comprend les genres Alkalibacterium, Allofustis, Alloiococcus,
Atopobacter, Atopococcus, Atopostipes, Carnobacterium, Desemzia, Dolosigranulum,
Granlucatella, Isobaculum, Lacticigenium, Marinilactibacillus, Pisciglobus et

Trichococcus

® Enterococcaceae qui comprend les genres Bavariicoccus, Catellicoccus,

Enterococcus, Melissococcus, Pilibacter, Tetragenococcus et Vagococcus.

® Leuconostocaceae comprend les Leuconostoc, Oenococcus et Weisella.
* Streptococcaceae contient les Streptococcus, Lactococcus et Lactovum (Fessard
,2017)
I1.4. Différents genres de bactéries lactiques

11.4.1.Genre Lactobacillus

Les lactobacilles sont des batonnets ou des coccobacilles a Gram positif, non sporulés avec
une teneur en G + C de I’ADN généralement inférieure a 50 mol%. Ils sont strictement
fermentatif, aéroto tolérant ou anaérobie, acidurique ou acidophile et ont des besoins
nutritionnels complexes, Avec le glucose comme source de carbone, les lactobacilles peuvent
étre soit homofermentaire, produisant plus de 85% d’acide lactique, ou hétérofermentaire
produisant de I’acide lactique, du CO2, de I’éthanol

Les colonies des lactobacilles sont généralement de petites tailles, lisses, brillantes non
pigmentées et souvent opaques. (Sanchez et al .,2019)

Le milieu de culture et d’isolement de base le plus connu est le milieu Man Rogosa et
Sharpe (MRS) (De Man, 1960)

Elles sont anaérobies facultatifs, mais poussent mieux sous atmosphere enrichie de 5 a
10% de CO2, leur pH optimum de croissance est de 5,5 mais ils poussent aussi a pH neutre.
Leur température optimale de croissance est généralement de 37°C pour la plupart des

especes.
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Les lactobacilles se trouvent la ou des substrats riches en glucides sont disponibles, et donc,
dans une variété d’habitats, tels que les muqueuse de I’homme et de I’animal (cavité buccale,
intestin et vagin), sur les végétaux ou matériels d’origine végétale, dans le fumier et les
habitats artificiels tels que comme eaux usées et fermentation ou détérioration des aliments.

( Hammes et Vogel, 1995)

I1.4.2. Genre Streptococcus

Le genre Streptococcus est constitué de bactéries de forme sphériques ou ovoides qui sont
généralement disposés en chaines ou en paires. Ces cocci sont anaérobie facultatives, ne
forme pas de spore , catalase-négative, homofermentaires, et ont des besoins nutritionnels
complexes. Les cellules individuelles ont généralement un diametre de 0,8 a 1,2 um et les
longueurs des chaines varient de quelques cellules a plus de 50, selon la souche et les
conditions de croissance. La croissance des Streptococcus sur milieu solide nécessite
généralement un enrichissement en sang, en sérum ou en glucose. Les colonies de la plupart
des especes dépassent rarement 1 mm de diametre aprés 24 h d’incubation a 37 °C sur la
gélose sanguine et sont généralement non pigmentées, apparaissant souvent légerement
translucides. La croissance dans les milieux liquides est favorisée par 1’ajout de glucose ou
d’autres glucides fermentescibles, mais a moins que le milieu ne soit bien tamponné, la baisse
du pH deviendra bient6t inhibitrice. Les streptocoques fermentent le glucose et d’autres
glucides, produisant du L-Iactate comme produit final principal lors de leur croissance rapide
dans des conditions d’exces de glucides. Dans des conditions de glucose limité et a de faibles
taux de dilution en culture continue, d’autres produits finaux sont détectés, tels que le
formiate, 1’acétate et I’éthanol, a la suite d’un passage a différentes voies métaboliques.

(Hardie et Whiley, 1995)

11.4.3. Genre Pediococcus

Les pédiocoques sont les seules bactéries lactiques qui se divisent alternativement dans
deux directions perpendiculaires pour former des tétrades. Elles produisent de 1’acide lactique,
mais pas de gaz, a partir du glucose; Dans une seule culture, les cellules des pediocoques sont
sphériques et de taille uniforme, de 0,36 a 1,43 um de diametre. Elles ne sont jamais
allongées. Les pédiocoques sont immobiles, ne forment pas de spores et ne sont pas capsulés.
Lorsqu’elles sont cultivées sur un milieu riche, tel que la gélose de Man, Rogosa, Sharpe
(MRS) , les colonies ont généralement un diametre de 1 a 3 mm, généralement a bords lisses

et invariablement non pigmentées. (Simpson et Taguchi, 1995)
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Dans des conditions anaérobies, les pédiocoques fermentent le glucose pour donner du I’acide
lactique (D) ou (L+). Une large gamme de glucides peut étre utilisée par diverses especes,
allant des pentoses tels que I’arabinose, le ribose et le xylose; hexoses, comme le fructose et le
mannose; disaccharides, tels que le maltose; trisaccharides, tels que le maltotriose; et les
polymeres, tels que ’amidon . Les pédiocoques poussent mieux dans les milieux riches. La
plupart des souches ont besoin d’'une gamme d’acides aminés, y compris 1’alanine, 1’acide
aspartique, 1’acide glutamique, I’arginine, 1’histidine, 1’isoleucine, la phénylalanine, la
proline, la thréonine, la tyrosine, la valine, le tryptophane, la cystine, la glycine et la leucine.
Certaines souches ont besoin de lysine, de méthionine et de sérine (Simpson et Taguchi,
1995).

I1.4.4. Genre Lactococcus

Les lactocoques sont des bactéries anaérobies cocoides a Gram positif se regroupe en paire
ou en chaine qui produisent 1’acide L(+) lactique du lactose dans le lait cru fermenté
spontanément qui est laissé a des températures ambiantes autour de 20-30°C pendant 10-20 h.
Elles ont un optimum de croissance voisin de 30°C et ne poussent pas a pH 9,6 ou en
présence de 6,5 % de NaCl. Excepté l'espece Lactococcus garvieae, elles ne sont pas
hémolytiques) (Teuber, 2006).

Les lactocoques peuvent se trouver dans les aliments comme les produits laitiers, elles sont
utilisées dans I’industrie agroalimentaire, les especes les plus importantes sont : Lactococcus

lactis et Lactococcus cremoris (Stiles et Holzapfel, 1997).

11.4.5.Genre Leuconostoc

Le genre Leuconostoc est phénotypiquement apparenté aux Lactobacillus et aux
Pédiocoques et partagent de nombreuses caractéristiques avec les lactobacilles
hétérofermentaires
Les Leuconostoc ont des besoins nutritionnels complexes et se trouvent dans les plantes, les
produits laitiers, la viande et divers produits alimentaires fermentés (Dellaglio et al ., 1995)
Les cellules sont Gram-positives, non sporulée et immobiles. La morphologie cellulaire varie
selon les conditions de croissance (Garvie, 1986). Les cellules cultivées en milieu glucose
sont allongées et apparaissent morphologiquement plus proches des lactobacilles que des
streptocoques. La plupart des souches forment des cellules coccoides lorsqu'elles sont

cultivées dans du lait. Les cellules peuvent étre isolées ou par paires et former des cellules de
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N

longueur courte a moyenne chaines. Lorsqu'elles sont cultivées sur un milieu solide, les
cellules sont allongées et peuvent étre confondu avec des bacilles

Les Leuconostoc spp. sont des anaérobies facultatifs (Garvie, 1986). Toutes les especes
nécessitent un milieu riche avec des facteurs de croissance complexes et des acides aminés

La croissance optimale de s especes non acidophiles se situent entre 6 et 7 pH, selon le milieu
La croissance dépend de la fermentation d’un glucide fermentescible (Dellaglio et al., 1995)
Les leuconostoc spp. sont hétérofermentaires. Dans des conditions microaérophiles, le glucose
est converti en quantités équimolaires de D lactate, d’éthanol et de CO2 via une combinaison

de I’hexose monophosphate (gluconate de 6-phosphate) et voies du phosphate de pentose

11.4.6. Genre Enterococcus

Certaines caractéristiques du genre telles que décrites par Schleifer et KilpperBiHz en 1984
et 1987 sont valables pour toutes les especes entérococciques décrites depuis.
Les Enterococcus sont ovoides, a Gram positif, se regroupent seules, par paires ou en chaine.
Ce sont des chimio-organotrophes.. Les entérocoques ont une fermentation lactique
homofermentée ,le produit de la fermentation du glucose est I’acide L(+)lactique. Leur
Croissance en 6,5% NaCl est souvent négative. La croissance se produit sur une large gamme
de températures pour la plupart des especes. La capacité de croitre a 10°C ainsi qu'a 45°C a
été utilisée dans la différenciation du genre, Habituellement 35-37°C est préféré comme
température d'incubation. (Devriese et Pot, 1995)
En raison de leurs besoins complexes en nutriments, les entérocoques ne peuvent pas étre
cultivés et étudiés dans des milieux définis. Ils nécessitent plusieurs vitamines, biotine,
riboflavine, nicotinate et panthothénate et un besoin absolu de plusieurs acides. (Devriese et

al., 2006)

I1.5. Bactéries lactique et sécurité des aliments

Les bactéries lactiques présentent souvent une inhibition vis-a-vis d'autres microbes, ce
qui est a la base de leur capacité a continuer a améliorer la sécurité et la qualité de nombreux
produits alimentaires. elles produisent de la bactériocine, désignée comme protéine naturelle
ou de qualité alimentaire est largement acceptable pour la conservation des aliments
(Messaoudi et al., 2013). Les bactéries lactiques en tant que culture protectrice ou microbes
de fermentation ont déja été utilisées dans la production des aliments comme l'une des
méthodes efficaces pour prolonger la durée de conservation par simple fermentation.

Pediococcus, Streptococcus, Carynebacterium, Lactococcus, Leuconostoc et Lactobacillus
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sont les genres les plus couramment utilisés comme cultures starter dans les processus de
fermentation de la viande, du lait et des produits végétaux (Sobrino-Lopez et Martin-
Belloso, 2008 ; Akbar et Anal, 2014). L'un des roles importants des bactéries lactiques est
d'inhiber la flore naturelle, y compris les bactéries et agents pathogenes de détérioration
(Akbar et Anal, 2014). Il existe un groupe de composés bioactifs produits par les bactéries
lactiques responsables de son activité antimicrobienne contre d'autres bactéries ( Schillinger
et Lucke, 1989 ; Kumaree et al., 2015). La capacité des bactéries lactiques a produire des
antimicrobiens a été utilisée pour conserver différents aliments historiquement. La
conservation du lait et des produits laitiers, de la viande et des produits carnés tels que la
saucisse par fermentation en sont les meilleurs exemples, I'histoire de la production laitiere
remonte a environ 6000 av. Le processus de fermentation réduit les glucides disponibles et
produit également certains composés organiques qui stimulent I'activité antimicrobienne
(Ross et al., 2002), les plus courants étant les acides propioniques et l'acide lactique. De plus,
la production de ces métabolites primaires inhibiteurs et de nombreux autres composés
antimicrobiens peut étre produite par différents bactéries lactiques. La modification de
I'environnement, par exemple l'acidification ou la production de toxines contre des
concurrents, sont des moyens connus des bactéries lactiques pour inhiber les bactéries
concurrentes (Ross et al., 2002 ; Akbar et Anal 2014). L’acide lactique est produit par la
fermentation d’hexoses par homo-fermentation ou des quantités équimolaires d’acide
lactique, d’acide acétique/éthanol et de dioxyde de carbone (CO2) produits par le processus
d’hétéro-fermentation (Ross et al., 2002). 11 a été observé que les acides faibles ont une
activité antimicrobienne élevée a pH acide qu’a pH neutre. L’acide acétique est un inhibiteur
plus puissant que I’acide lactique et donne une gamme d’activité inhibitrice contre les
microbes tels que les bactéries, les moisissures et les levures, tandis que 1’acide propionique a
une activité antimicrobienne élevée envers les moisissures et les levures (Malti et Amarouch,
2008; Eklund, 1983). Dans un mélange d’acides produits par les bactéries lactiques, on
prévoit que 1’acide lactique contribue a réduire I’acidité, tandis que les acides restants tels que
I’acide acétique et 1’acide propionique agissent comme des agents antimicrobiens en

interférant avec son potentiel de maintien de la membrane cellulaire (Ross et al., 2002).

I1.6. Bactéries lactiques et I’inhibition fongique

La plupart des données relatives a l'activité biopréservative des bactéries lactiques sont
concentrés sur leurs effets antibactériens. La détérioration des aliments par les moisissures et

l'apparition de leurs mycotoxines constituent un danger potentiel pour la santé.
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Le développement de la lutte biologique devrait contribuer a améliorer la sécurité des produits
en controlant la contamination par les mycotoxines. Les données ont en effet montré que un
bon nombre de bactérie lactique peut inhiber la croissance des moisissures et que certains
d'entre eux ont le potentiel d'interagir avec les mycotoxines.

L’effet antifongique des bactéries lactiques sur certaines moisissures toxinogenes a été
également rapporté par quelques auteurs (Lowe et Arendt, 2004 ; Saladino et al.,
2016 ;Ghazvini, 2016 ; Juodeikiene et al., 2018)

Le genre Lactobacillus est le plus retrouvé parmi les bactéries lactiques a caractere
antifongique , suivi des genres Lactoccoccus et leuconostocainsi que des genres Pediococcus,

Enterococcus, et Weissella, les genres Streptococcus et Carnobacteriumsont les moins

retrouvés tableau ( Laref et al .,2013)

Tableau 08 : Bactéries lactiques isolées dotées d’un effet antifongique (Dalié et al ., 2010)

L.casei subsp. Rhamnosus

L.casei subsp. Rhamnosus LC.705
L.casei subsp. pseudoplantarum
L.casei

L.casei

L. coryniformis subsp.
corynformis5i3

Genre Bactérie lactique Spectre d’activité
Lactococcus L..lactis C10 Aspergillus parasiticus
L.lactis A flavus A.parasiticus
L.lactis subsp. diacetylactis DRCI A.fumigatus, A.parasiticus
L.lactis subsp. lactis CHD 28.3 A flavus, A.parasiticus, Fusarium spp
L.lactis subsp. cremoris Penicillium expansum
Lactobacillus L.acidophilus R A.fumigatus,

Penicillium spp. Aspergillus spp
A.niger, Fusarium spp, Penicillium spp.
A.flavus,

Penicillium

P.expansum

Large spectre

L. Deibrueckii subsp. Bulgaricus
L.plantarum
L.plantarum VIT E-78076

L.plantarum

L.plantarumMiLAB 393

L.plantarumMiLAB 14
L.plantarum

L.reuteri 1100
L.rhamnosus
L.sanfrancisencis CB1

P.expansum
Penicillium spp., Aspergillus spp ,F.avenaceum
P.corylophilum,

P.roqueforti P.expansum A.niger, A.flavus,
F.gramineacum F.sporotrichioides,

A.fumigatus, A.nidulans

P.roqueforti, P.commune A.nidulans,

A fumigatus A.flavus, F.gramineacum
F.gramineacum

Penicillium spp., Aspergillus spp Fusarium spp
Penicillium spp., Aspergillus spp Fusarium spp

Genre Leuconostoc

L.mesenteroides

Penicillium spp., Aspergillus spp

Genre Pediococcus

P.acidilactici LAB 5

P.pentosaceus

A.fumigatus A.parasiticus F.oxyporum
Penicillium spp.,
P.expansum
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les Lactobacillus démontrant une activité antifongique ont été isolés de plusieurs produits tels
que les végétaux préts a 'emploi (les tomates et les carottes), 1’ensilage , le lait cru , les
saucissons , le levain et les céréales ( Magnusson et Schnurer , 2001 ; Sathe et al., 2007 ;
Hassan et Bullerman, 2008 ; Ryan et al ., 2011 ; Delavenne et al., 2012) .Les souches a
caractere antifongique proviennent de lait de vache sont 49% et de cheévre sont 43% alors que
seulement 8% ont été isolés a partir de lait de brebis et 94% des souches appartenant au genre
Lactobacillus. Le lait de vache et de chevre est un réservoir des Lactobacillus a caractere
antifongique en été et automne. Lactobacillus plantarum principalement retrouvé au

printemps (Delavenne et al., 2012).

I1.7. Facteurs qui influencent I'activité antifongique des bactéries lactiques

L'utilisation pertinente des bactéries lactiques a activité antifongique nécessite une
connaissance approfondie des parametres qui modulent leurs propriétés antifongiques, de
nombreux parametres ont été pris en compte, y compris la température, le temps d'incubation,
le milieu de croissance, le pH et les facteurs nutritionnels ( Rouse et al .,2008 ; Dalié et al
.,2010)

I1.7.1. Température et période d’incubation

La température et la période d'incubation sont des facteurs essentiels qui modulent la
croissance des bactéries lactiques et affectent de maniere significative les quantités des
métabolites antifongiques produits. (Batish et al.,1997)

Reddy et Ranganathan (1985) ont signalé que la plus grande production de métabolites
antifongiques par Lactococcus. Lactis subsp diacetylactis a eu lieu apres trois a quatre jours
d'incubation, le rendement maximal de composés antimicrobiens produits par Lactococcus.
Lactis subsp diacetylactis S1-67-C a été enregistrée a 25 ° C

Des études menées par Sathe et al. (2007) ont démontré que I’activité antifongique de
Lactobacillus. plantarum CUKS01 était maximale a 30 °C, lorsque la culture était a la fin de
sa phase logarithmique.

Sur 48 heures d’incubation, une diminution de I’activité antifongique a été observée lorsque la
culture est entrée dans la phase stationnaire. Ces résultats concordaient avec ceux obtenus
précédemment par Batish et al .(1990), qui ont observé que I’activité antifongique d’une
souche de Lactobacillus. acidophilus était maximale a 30 °C apres 48 h d’incubation, tandis

que ’augmentation de la période d’incubation entrainait une activité antifongique plus faible.
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Cette diminution a été imputée a une métabolisation des composés actifs ou a leur dégradation
enzymatique.

1.7.2. Effet des milieux de culture

Peu de travaux portent sur I’impact du milieu de croissance sur la production de métabolites
antifongiques par les bactéries lactiques. Le bouillon Elliker a été montré pour étre le meilleur
milieu pour la production de composés antifongiques par Lactococcus lactis CHD 28,3 contre
A.flavus TARI par rapport aux milieux M17 et MRS (Roy et al., 1996) , ces résultats
concordaient avec ceux obtenus précédemment par Batish et al. (1989), qui ont démontré que
Lactococcus lactis subsp. lactis biovar produisait les plus grandes quantités de métabolites
antifongiques dans le bouillon d’Elliker. Dans d’autres milieux tels que le bouillon MRS, le
bouillon nutritif, I’extrait de levure, le bouillon de dextrose et le milieu modifi€ de Charmer,
la production de métabolites antifongiques était négligeable. De plus, dans les milieux de
culture du lait, Lactococcus lactis subsp. diacetylactis a produit une petite quantité de
composé antifongique contre A. fumigatus, qui n’a pas pu €tre détectée par le test de diffusion

du puits d’agar (Batish et al., 1989).
1.7.3. Effet des facteurs nutritionnels

Effat et al.(2001) ont étudié l'influence des facteurs nutritionnels sur la production de
métabolites antifongiques par Lactobacillus rhamnosus et Pediococcus acidilactici, ils ont
indiqué que I'extrait de levure et le glucose, ainsi que le NaCl et le CaClo modulent la
production de substances antifongiques, certains composés tels que le xylose, peptone de
caséine et la protéase - peptone ont été rapportés pour retarder la production de substances

antifongiques par Lactococcus lactis subsp diacetylactis ( reddy et Ranganathan, 1983)

1.7.4. Effet du pH

Les conditions de pH fortement modulent la production de métabolites antifongiques par
les bactéries lactiques ( Sathe et al., 2007) .La souche Lactococcus lactis subsp diacetylactis
était capable de produire des quantités importantes de substance antifongique dans une
gamme étroite de pH (5,5-7), bien que la production maximale produite a pH 6,8 (Batish et
al., 2007), des données similaires ont été obtenues par Corsetti et al .(1998) qui ont fait état
d'une production optimale de substances inhibitrices par Lactobacillus sanfrancisco CB1 a pH
6.

L’effet du pH est 1ié a de nombreux facteurs tels que le substrat, la période d'incubation, la

température, les souches de moisissures et 'apparition de la microflore concurrente.
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1.8. Substances antifongiques

Les recherches sur I’activité antifongique chez les bactéries lactiques n’ont commencé qu’a
la fin des années 50 et au début des années 60, avec Guillo.( 1958) qui élabora un produit
actif contre Candida albicans par Lactobacillus acidophilus, ont démontré 1’inhibition
d’Aspergillus parasiticus par Streptococcus lactis C10,a ét€ démontré par Wiseman et Marth
(1981) sans identification de la molécule inhibitrice ( Laref, 2013)

Plusieurs composés ayant une forte activité antifongique ont été isolées a partir de cultures
bactériennes lactiques, A partir de ce moment, la majorité des substances antifongiques
identifiées sont des composés a faible poids moléculaire composé d'acides organiques,
reutérine, peroxyde hydrogene, les acides gras hydroxylés et les composés phénolique (Dalié
et al 2009)

L’acide lactique et 1’acide acétique ont été les principales substances antifongiques
produites par Leuconostoc citreum et Weissella confusa, ces acides organiques ont été
capables d’inhiber la croissance de Cladosporium sp et Penicilliium crustrosum a des
concentrations supérieurs a 17.5 mM (Baek el al., 2012)

D'autres acides organiques qui présentent une activité antifongique, comme 1'acide phényl-
lactique ont été identifiés dans des silos inoculés avec les bactéries lactiques ( Broberg et al.,
2007) cet acide a souvent été impliqué dans une activité antifongique des bactéries lactiques
(Lavermicocca et al ., 2000 ; Strom et al., 2002 ; Magnusson et al., 2003 ; Gerez et al.,
2009 ) I'acide phényl-lactique a d'abord été isolé a partir de Lactobacillus plantarum 21B cet
acide est capable d’inhiber la croissance de Penicillium expansum IDM/FS2, Aspergillus
niger FTDC3227 et IDM 1, Aspergillus flavus FTDC3226 et Fusarium graminearum IDM623
a une concentration de 50mg/ml (Lavermicocca et al ., 2000)

Selon Mandal et al .(2007) des composés phénolique, qui reste a identifier, ont ¢&té
produits par Pediococcus acidilactici LAB 5 et ont des degrés d'activité antifongique variable
contre un certain nombre de moisissures d’origine alimentaire et les moisissures
phytopathogenes .

Certaines études mettent en évidence les propriétés antifongiques des acides gras et des
acides gras hydroxylés produits a partir des bactéries lactiques (Sjogren et al ., 2003)
Lb.plantarum  MiLAB 393  produit les acides 3- hydroxydécanoique, 3-
hydroxydodécanoique,3- hydroxytétradécanoique et 3- hydroxy-5-cis-dodécanoique (

Magnusson,2003 ; Sjogren et al., 2003) ,ces acides gras hydroxylés ont des concentration
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minimales inhibitrices de I’ordre de 10 a 100 ug/ml contre plusieurs levures et moisissures
(Magnusson,2003 ;Sjogren et al., 2003 ; Broberg et al ., 2007)

Peroxyde d'hydrogene est produit par la plupart des bactéries lactiques en présence
d'oxygene (Kandler,1983), les bactéries lactiques ne possedent pas de catalase, elles ne
peuvent pas dégrader le peroxyde d’hydrogenes qui apres 1'accumulation, oxyde les lipides
membranaires et les protéines cellulaires de l'organisme cible ( Lindgren et Dobrogosz,
1990) des études ont montrées que la croissance de 1’espece fongique Penicillium expansum a
été completement réprimée par une solution de peroxyde d'hydrogene a 5% lorsqu'elle est
testé par des essais de diffusion sur gélose sa concentration minimale inhibitrice était moins
de 0,025% ( Venturini et al., 2002)

La reutérine est un produit de fermentation du glycérol produit par Lactobacillus reuteri
,L.brevis, L.buchneri et L. Coryniformis en anaérobiose ( Magnusson, 2003) .Il a été

démontré que, dans I'organisme cible, ce composé était capable de supprimer l'activité de la

ribonucléase, la principale enzyme impliquée dans la biosynthese de 1'ADN( Dobrogosz et

al., 1989). Selon Chung et al.(1989) la reutérine est

d'Aspergillus et Fusarium,

capable d'inhiber la croissance

Tableau 09 : substances antifongiques identifiées chez les bactéries lactiques

La bactérie antifongique La substance antifongique | Référence
Pediococcus. halophilus Acide lactique, acide acétique Noda et al (1980)
Lactobacillus reutri Reuterine Chung et al ( 1989)
Lactobacillus sanfrancisencis CBI | Acide caproique, acide propionique | Corsetti et al ( 1998)
Lactobacillus casei DSM20312 Peroxyde d’hydrogene Gourama( 1997)
Lactobacillus sanfrancisencis CBI | Acide caproique, acide formique, Corsetti et al (1998)

Lactobacillus plantarum

Lactobacillus plantarum Milab393

Lactobacillus plantarum Milab 14

Pediococcus acidilactici LABS
Lactobacillushammesii DSM16381

acide propionique,acide butyrique,
acide valerique

Acide phenyllactique , acide 4-
hydroxyphenyllactique

Acide 3-phenyllactique,cyclo (phe-
pro)

Acide gras hydroxylé, Acide
phenyllactique cyclo (phe-pro)
Composé phénolyque

Acide mono-

hydroxyoctadécénoique

Lavermicocca et al (2000)

Strom et al ( 2002-2005)

Magnusson et al (2003) ,Sjogren
et al (2003)

Mandal et al (2007)

Black et al (2013)
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II1.1. Définition des moisissures

Les moisissures ou champignons filamenteux sont des acteurs importants du monde
microbien champignons, ils peuvent é&tre définis comme des microorganismes
hétérotrophes filamenteux et immobiles, dont la structure cellulaire est celle d’une cellule
eucaryote (Abdoullahi et al .,2019) Ces moisissures sont des organites pluricellulaires
dont I’appareil végétatif permet la croissance et le développement. L appareil végétatif est
un thalle composé de longs filaments ramifiés et souvent cloisonnés que 1’on appelle des

hyphes dont I’ensemble constitue le mycélium.( Nguyen, 2007)

La multiplication et la reproduction des moisissures se fait grace a des spores selon
deux mécanismes sexués (champignon téléomorphe) ou asexuée (champignon anamorphe).

Certains champignons, chez qui les deux formes coexistent sont appelés holomorphes.

Selon le mode de reproduction sexuée des moisissures et les caractéristiques de leur

spore, trois groupe principaux sont définis Zygomycétes , Ascomycetes, Basidiomycetes.

Les moisissures sont ubiquitaires dans les environnements naturels, et leurs effets sur
la biosphere ainsi que sur I’activité humaine et la santé sont a la fois substantiels et
profonds. Par exemple, de nombreuses moisissures forment naturellement des réseaux
complexes de réseaux mycorhiziens qui facilitent les relations symbiotiques plantes-
champignons grace a I’échange de ressources nutritives et moléculaire. La grande majorité
des especes végétales bénéficient de ces dynamiques coopératives. Les humains
bénéficient également des champignons de nombreuses facons. Les champignons sont
utilisés depuis des millénaires dans le processus de fermentation des produits alimentaires
Les aliments traditionnels tels que les fromages, la sauce soja, le miso, le sonti et le tempeh
apportent leurs saveurs uniques aux molécules produites par le métabolisme fongique. Ces
mémes processus métaboliques fongiques ont également trouvé une utilisation industrielle
dans la production de quantités massives d’acides lactiques, citriques, acétiques et autres,
en plus des antibiotiques, des vitamines, de I’alcool éthylique, des acides aminés, des

hormones, des protéines unicellulaires et des graisses ( Strycker et al.,2020).

A coté des effets tres bénéfiques et positifs des champignons dans la vie courante un large
éventail de champignons filamenteux peut contaminer divers produits alimentaires, avec
d'importantes pertes économiques dans le monde. L'infection fongique provoque la

détérioration des aliments avec un fort impact sur les propriétés organoleptiques ainsi que
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la réduction quantitative et qualitative de la denrée. Les effets nocifs sur la santé humaine
et animale sont déterminés par la contamination par des mycotoxines produites par des
champignons appartenant principalement aux genres Aspergillus, Fusarium et Penicillium

(Matei et Cornea, 2015)

II1.2. Principaux genres fongiques

Les genres les plus importants de point de vue économique et médical sont les
Aspergillus, les Penicillium et les Fusarium qui représentent les contaminants les plus
fréquents des aliments. On les retrouve principalement dans les céréales, mais aussi dans

de nombreux autres produits végétaux et d’origine animale.

II1.2.1. Genre Aspergillus
Le genre Aspergillus a été décrit pour la premiere fois par le prétre Florentine et le
mycologue P. A. Micheli en 1729 et nommé sur la base de la similitude structurelle de sa

structure conidiophore avec 1’aspergillum, un outil liturgique utilisé pour asperger 1’eau

bénite. (Amaike et Keller, 2011).

Le genre Aspergillus représente un groupe diversifié de champignons filamenteux qu’on

trouve parmi les moisissures les plus abondants au monde. (Krigsheld et al.,2013)

La plupart des Aspergillus sont saprophytes, ils colonisent les végétaux déja abimés par
des blessures, des piqlires d’insectes ou des attaques d’autres champignons, mais ils sont
aussi présents a la surface des graines (céréales, oléagineux...), des denrées alimentaires.
IIs se développent sur la matiere organique en décomposition, dans le sol, les détritus, dans

les composts (Toffa, 2015).

Plusieurs especes d’Aspergillus sont capables de produire une large gamme de

mycotoxines responsables de pathologies animales et humaines (Barkai-Golan, 2008).

Les Aspergillus présentent une croissance rapide sur les milieux de culture classique les
colonies sont souvent poudreuses ou granuleuses et vont prendre leur teinte caractéristique,
brune, verte, jaune ou noire selon les especes. La majorité des Aspergillus poussent a 22-

25°C (Tabuc,2007).

Microscopiquement, Les Aspergillus possedent un appareil végétatif hyalin , qui

présente un mycélium cloisonné et ramifié portant de nombreux conidiophores dressés,
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terminés en vésicule de forme variable recouverte d’une couche de phialides en forme de
palissade .Les phialides peuvent étre insérées directement sur la vésicule (tétes unisériées)
ou portées par des petites structures insérées sur la vésicule (t€tes bisériées) nommées
métules (Figure 03) (Badillet et al., 1987 ) L’ensemble vesicule + métules + phialides +

conidies constitue la téte aspergillaire caractéristique du genre Aspergillus (Tabuc,2007).

Les principales especes de ce genre sont: Aspergillus flavus, Aspergillus fumigatus,

Aspergillus parasiticus, Aspergillus ochraceus, Aspergillus oryzae , Aspergillus niger

Coralitl  ——

. Prualides

—  Méhikes —

e Wikl

Cenidioplunc
4 g—— (large, oon cloisonadh
|

e Cellule podide ||
/ "‘ —alr

ol S , . L
i ) Filameni vépdiatil —
{Tin, clinsdeEni]

Figure 03: Principaux caracteres morphologiques des Aspergillus.

(Botton et al.,1990)

II1.2.2. Genre Penicillium

Ce genre réunit des champignons filamenteux, appartenant au phylum des Ascomycetes.
Il comprend environ 227 especes définies essentiellement d’apres les caracteres du thalle,
des pénicilles et des spores (Pitt., 1988).

Penicillium est bien connu et I’un des champignons les plus communs présents dans un
large éventail d’habitats, du sol a la végétation en passant par 1’air, les environnements
intérieurs et divers produits alimentaires. Il a une distribution mondiale et un impact
économique important sur la vie humaine. Sa fonction principale dans la nature est la
décomposition des matieres organiques, ou les especes provoquent des pourritures

dévastatrices en tant qu’agents pathogeénes avant et apres la récolte sur les cultures
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vivrieres. (Frisvad et Samson 2004, Pitt et Hocking 2009, Samson ef al. 2010) ainsi que
la production d’une gamme diversifiée de mycotoxines (Frisvad et al. 2004) Certaines
especes ont €galement des impacts positifs, I’industrie alimentaire exploitant certaines
especes pour la production de fromages de spécialité, tels que le camembert ou le roquefort
et les saucisses fermentées.
Les Penicillium se développent rapidement et facilement sur les milieux de culture utilisés
en routine (géloses au malt) . Ils se développent a des températures modérées de 1’ordre de
20-27°C. (Tabuc,2007).

La sporulation confére aux colonies leur teinte, le plus souvent dans les tons vert, vert
bleu, vert-gris, vert-jaune, gris-bleu mais aussi, pour certaines especes, jaune, orange,
chamois, rose, ou rouge. Cette couleur permet une premiere orientation dans

I’identification d’especes. (Tabuc,2007)

Conidium

V % =-Phialide
/ ) / v A | e T ——Metula
O I/ A R Branch/Ramus

Branch

Stipe

Figure 04: Caracteres morphologiques des Penicillium.
(Visagie et al.,2014)
Au point de vue morphologique les Penicillium sont caractérisés par la présence de
conidiophores dressés qui vont de simples (phialides solitaires, Figure 4.A) a des motifs
tres complexes avec plusieurs niveaux de ramification résultant en des modeles
symétriques ou asymétriques globaux. Les conidiophores monoverticillaires (Figure 4. B)
ont une verticille terminale de phialides et chez certaines especes, la cellule terminale du
conidiophore est légerement enflée ou vésiculeuse. Les conidiophores biverticillaires
(Figure 4. D, E) ont une verticille de trois métules ou plus entre I’extrémité du stipe et les
phialides; les métules peuvent étre de longueur inégale ou égale, varier dans leur degré de

divergence, elles sont généralement plus ou moins cylindriques mais peuvent aussi étre
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clavées ou légerement vésiculées. Les conidiophores triverticillaires (Figure 4.F) ont un
autre niveau de ramification entre le stipe et les métules, souvent une continuation de 1’axe
du stipe et une branche latérale, parfois une véritable verticille de trois branches ou
plus. Les conidiophores quaterverticillaires (Figure 4.G) ne sont produits que par quelques
especes et ont un niveau supplémentaire de ramification au-dela du motif

terverticillaire. Les conidiophores terverticillate et quaterverticillate ont tendance a étre

visiblement asymétriques (Visagie et al.,2014)

Les conidies produites en grand nombre par les phialides restent en chaine et contribuent a

donner a la téte conidienne un aspect en pinceau.( Botton et al .,1990)

II1.2.3. Genre Fusarium :

Les Fusaria sont des champignons filamenteux saprophytes appartenant aux
deutéromycetes. Certaines formes sexuées (Gibberella, Nectria) sont connues et rattachées
a I’embranchement des Ascomycetes. C’est un genre qui comprend entre 50 et 100 especes
anamorphes. Le genre Fusarium tire son nom du latin « fusus » qui signifie fuseau, en

référence a la forme des conidies (Gauthier,2016).

Le genre Fusarium est trés important parce qu’il regroupe beaucoup d’especes
phytopathogenes, susceptibles d’induire des maladies (fusarioses) chez de nombreuses
plantes. Les especes du genre Fusarium peuvent ainsi attaquer les céréales (mais, blé,
orge, avoine), des légumes, La majorité des especes de Fusarium sont susceptibles de

produire des mycotoxines (Tabuc,2007).

Une croissance vigoureuse, une sporulation et une production de pigments de Fusarium
peuvent étre obtenues sur de nombreuses formulations d’agar. La morphologie des
structures fongiques variera considérablement en fonction de la sélection des milieux et des
conditions de croissance qui peuvent compromettre le processus d’identification. En outre,
il est également fréquent que les Fusarium dégénerent et perdent leur viabilité en culture,
en particulier lorsqu’ils sont cultivés sur des milieux riches en nutriments ( Crous et al

.,2021).
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Figure 05 : Caracteres morphologiques des Fusarium
a .les macroconidies b. phialides c. les microconidies

(Botton et al.,1990)

Microscopiquement le genre Fusarium présente un mycélium septé et incolore, les
cellules conidiogenes se forment sur des hyphes aériens ou sur des conidiophores courts et
densément branchés. les conidiophores peuvent étre soit monophialides seulement ou a la
fois monophialides et polyphialides . Les phialides plus ou moins allongées, présentent, le
plus souvent, un site de bourgeonnement, ils produisent deux types de conidies les

microconidies et macroconidies (Figure 5) (Roquebert, 1998).

La morphologie des macroconidies est la caractéristique clé pour la caractérisation non
seulement de l'espece mais aussi du genre Fusarium. Les macro-conidies des especes de
Fusarium sont de formes fusiformes souvent courbées a cloisons seulement transversales et

de tailles variaient de 36,3 um a 47,3 um x 4,3 um a 4,7 um.

La présence ou I’absence de microconidies est un caractere principal de la taxonomie
Fusarium. Si des microconidies sont présentes, les caractéristiques considérées sont la
forme et le mode de formation, que ce soit individuellement, dans de fausses tétes

seulement , ou dans de fausses tétes et chaines.

Les microconidies sont de formes ellipsoides, ovoides, subsphériques, pyriformes,

claviformes ou allantoidiennes et de dimentions variaient de 30,5 pm ~ 32,5 yum x 4,1 um
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~ 5,1 um généralement unicellulaires et présentent une base arrondie ou tronquée (Hoog
,2011).

Compte tenu de leur fréquence dans les différents substrats, notamment les céréales, de
leur potentiel toxinogene et de leur pouvoir pathogene, les principales especes de Fusarium

sont : F. culmorum, F. graminearum, F. oxysporum et F. verticilloides(F. moniliforme).

I11.3. Potentiel toxinogene des principaux genres fongiques

Il existe de nombreuses especes appartenant aux genres Aspergillus, Penicillium et
Fusarium, qui sont connues pour leur capacité a produire certaines mycotoxines (Pitt.,

2000).

La plupart des Aspergillus flavus et Aspergillus parasiticus peuvent produire une
métabolite secondaire dérivée de polypeptides appelée aflatoxine qui sont hautement
toxiques, mutagenes et cancérigenes chez ’homme et les animaux (Ruiqian et al.2004).
Bien que A. fumigatus ne soit pas connu pour produire de I’aflatoxine, ce champignon est
connu pour produire diverses mycotoxines immunosuppressives, y compris la gliotoxine ,
la fumagilline , ’acide helvolique (fumigacine) , la fumitrémorgine A et 1I’asp-hémolysine (

Kamei et Watanabe, 2005).

Aspergillus niger qui présente un grand intérét économique et biotechnologique et qui est
largement utilisé pour la production d’enzymes extracellulaires et d’acides organiques tels
que I’acide citrique. Plusieurs rapports ont indiqué que A. niger peut produire de la
fumonisine B2 (FB2) ainsi que des OTA (Abarca et al ., 1994 ; Frisvad , 2007 ;Logrieco
et al.,2009 ;Mogensen et al., 2010).Les fumonisines sont soupg¢onnées de causer des

toxicoses humaines et animales et sont considérées comme cancérigenes.

Aspergillus ochraceus est le principal producteur d'ochratoxine A. Les ochratoxines sont
des mycotoxines néphrotoxiques, potentiellement cancérigenes dans la nature,
I’ochratoxine est un contaminant courant dans les produits alimentaires tels que les

céréales, le café, le vin, la biere et les épices (Hua et al .,2014).

La majorité d’especes du genre Penicillium sont capables de produire des mycotoxines :
La patuline est une mycotoxine produite par plusieurs especes de champignons, en
particulier Penicillium expansum, , un agent pathogene répandu dans la pomme,

(McCallum et al.,2002) P. verrucosum est le principal producteur d’OTA dans les
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céréales telles que le blé et I'orge dans les climats tempérés et froids ( Cabanes et

al.,2010), La citrinine est produite principalement par P. citrinum (Heperkan et al.,2009).

Le genre Fusarium comprend des especes capables de produire de nombreuses
mycotoxines comme : les trichothécenes, la =zéaralénone et les fumonisines.
- Fusarium poae, F. sporotrichioides, F. crookwellense, F. culmorum, F. graminearum
produisent des trichothécenes de types A et B.

- Fusarium verticillioides(moniliforme) et F. proliferatum synthétisent les fumonisines ;
- Fusarium culmorum, F. graminearum F. oxysporumet F. sporotrichioi des produisent de

la z€aralénone.
II1.4. Mycotoxines

Mycotoxine est un terme large pour les substances nocives produites par les
moisissures. Les mycotoxines sont les agents chimiques les plus toxiques présents dans les
denrées alimentaires et les aliments pour animaux, ce qui constitue la plus grande menace

pour la santé humaine et animale.

Les mycotoxines sont des métabolites secondaires qui ne jouent pas de rdle évident
dans le développement des moisissures (Royer et Tap, 2004), elles sont sécrétées par des
moisissures mycotoxigenes appartenant principalement a trois genres Aspergillus,
Penicillium et Fusarium (TableaulO ) les especes de Fusarium sont des agents pathogenes
végétaux destructeurs produisant des mycotoxines avant ou immédiatement apres la
récolte, les especes Penicillium et Aspergillus sont plus souvent trouvées comme

contaminants des produits et des aliments pendant le séchage et I’entreposage ultérieur.

Tableau 10 : Quelques especes fongiques productrices de mycotoxines (Reboux, 2006)

Mycotoxine Moisissure
Aflatoxines B1, B2, G1 et G2 Aspergillus parasiticus, A. flavus
Ochratoxines A, B, C A. ochraceus, A. carbonarius

Penicillium verrucosum, P. nordicum

Zéaralénone Fusarium roseum, Fusarium sp.

Déoxynivalénol (DON), Nivalenol, | F. tricinctum, Fusarium sp.
Fusarenone
Toxine T2, Diacetoxyscirpenol

Fumonisines F. moniliforme, F. proliferatum, Fusarium sp.

Citrinine P. citrinum, Monascusruber
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Patuline P. patulum, Byssochlamysnivea

Acide pénicillique A. ochraceus, P. cyclopium, P. puberulum
Moniliformine F. proliferatum, F. subglutinans

Acide cyclopiazonique A. flavus

Les mycotoxines peuvent étre présentes alors que 1’agent responsable a disparu, soit du
fait de I’évolution de microflore, soit du fait de traitements technologiques
(Belkacem,2008)

En effet, lorsqu’elles sont produites dans les matieres alimentaires, leurs
décontamination est tres difficile, par conséquent, ces molécules ne sont pas détruites au
cours d’un stockage prolongé et sont souvent résistants aux traitements thermiques ou
chimiques (Langseth et al., 1995 ; Cahagnier 1998)

Les mycotoxines sont considérées comme faisant partie des contaminants alimentaires
les plus significatifs en termes d’impact sur la santé publique, la sécurité alimentaire et

I’économie de nombreux pays (Steyn, 1995 ; Pitt et al, 2000).

I11.4.1.Différentes mycotoxines rencontrées

Les aflatoxines, les ochratoxines, les fumonisines, les trichothécenes, la patuline, la
citrinine et la z&éaralénone sont des mycotoxines importantes qui ont été détectées dans la
recherche.

111.4.1.1. Aflatoxines

Les aflatoxines sont des dérivés de la difuranocoumarine avec un groupe bifurane et un
cycle pentanone ou lactone (pour les AFB) ou un cycle lactone (pour les AFG) lié au
noyau de la coumarine . Parmi les 20 aflatoxines découvertes, AFB1, AFB2, AFGI et
AFG?2 sont les quatre aflatoxines les plus importants. A. flavus génere des types B, tandis

que A. parasiticus génere des types G (El-Sayed et al.,2022).

Les aflatoxines se trouvent généralement dans un large éventail de repas et d’aliments.
Les arachides, les noix, les figues, le mais, le riz, les épices, les céréales et les fruits secs
sont parmi les aliments et les aliments pour animaux les plus durement touchés (Umesha

et al.,2017).

Dans les populations humaines et animales, 1’aflatoxine a été associée a la toxicité et a la

cancérogénicité . Les troubles liés a I’aflatoxine sont familierement connus sous le nom
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d’aflatoxicose. L’aflatoxicose aigué€; 1’aflatoxicose chronique provoque le cancer, la
suppression immunologique et d’autres maladies pathologiques « lentes » Le foie est le
principal organe affecté par les effets toxiques de 1’aflatoxine. Les changements
histopathologiques observés dans 1’hépatotoxicité aigué due a la toxicité des aflatoxines
sont des changements graisseux dans les hépatocytes, une nécrose hémorragique aigué et

une prolifération des voies biliaires (Dhakal et Sbar, 2021).

111.4.1.2. Ochratoxine A

L’ochratoxine A (OTA) est I’'une des mycotoxines les plus importantes et les plus
déléteres (Malir et al ., 2016). Elle est produite par métabolisme secondaire de
nombreuses especes filamenteuses appartenant aux genres Aspergillus et Penicillium, elle
se compose structurellement d’un groupe para-chlorophénolique contenant une fraction

dihydroisocoumarine liée a I’amide a la L-phénylalanine (El Khoury et Atoui, 2010).

L’OTA contamine les aliments d’origine végétale comme les produits céréaliers, les
olives, les haricots, la biere, le vin, le café, les produits a base de cacao, les raisins secs, les
figues, la réglisse, les légumineuses, les graines de citrouille et le thé. En général, la
concentration moyenne d’OTA varierait de 0,1 a 100 ng/g. (Malir et al ., 2016).

Dans les aliments d’origine animale, par exemple dans les abats comestibles, , la viande et

les abats de poulet et le jambon sec (Malir et al ., 2016).

Des études montrent que cette molécule peut avoir plusieurs effets toxicologiques tels
que néphrotoxiques, hépatotoxiques, neurotoxiques, tératogenes et immunotoxiques (El

Khoury et Atoui, 2010).

111.4.1.3. Zéaralénone

La zéaralénone est une fusariotoxine qui appartient a la classe des xénoestrogénes en
raison de sa similitude structurelle avec le 17B-estradiol , mais aussi en raison de son
affinité de liaison aux récepteurs d’cestrogenes . C’est une lactone acide résorcyclique ,
produite par Fusarium graminearum, Fusarium cerealis, Fusarium semitectum, Fusarium
culmorum et Fusarium equiseti qui se lie aux récepteurs d’cestrogenes dans les cellules
cibles des mammiferes entrainant des troubles de la reproduction en particulier chez les

porcs (Bulgaru et al.,2021).
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La ZEA se trouve, en particulier, comme contaminant dans le mais. En outre, elle peut

se produire dans 1’avoine, 1’orge, le blé et le sorgho (Yazar et Omurtag, 2008).
111.4.1.4. Fumonisines

Les fumonisines sont produites par un certain nombre d’especes de Fusarium,
notamment F. verticillioides , F. proliferatum, F. anthophilum, F. nygamai ainsi que
Alternia alternata . Jusqu’a présent, vingt-huit fumonisines ont été isolées et peuvent €tre
divisées en quatre séries connues sous le nom de A, B, C et P. FB1, FB2 et FB3, elles sont
les principales fumonisines analysées comme contaminants naturels des céréales. F.
verticillioides produit plusieurs mycotoxines, dont la plus importante est appelée

fumonisine B1 (FB1) (Yazar et Omurtag, 2008).

Les fumonisines peuvent étre trouvées dans une variété de céréales et de produits
céréaliers, mais elles se trouvent le plus souvent dans le mais et les produits a base de mais
(riz, blé, orge, mais, seigle, avoine et millet) (Dall’Asta et Battilani, 2016 ; Cendoya et

al.,2018).

Les fumonisines ressemblent structurellement a des bases sphingoides telles que la
sphingosine. La similarité structurelle entre la sphinganine et FB1 suggere que le
mécanisme d'action de cette mycotoxine passe principalement par la perturbation du
métabolisme des sphingolipides, en inhibant I’enzyme céramide synthétase conduisant a
I’accumulation de sphinganine dans les cellules et les tissus. La FB1 est neurotoxique,
hépatotoxique et néphrotoxique chez les animaux, et elle a été class€ comme cancérogene
possible pour I’homme. Les mécanismes cellulaires a I’origine de la toxicité induite par
FB1 comprennent I’induction du stress oxydatif, 1’apoptose et la cytotoxicité, ainsi que des

altérations de I’expression des cytokines (Stockmann-Juvala et Savolainen,2008).
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I.1.Analyse des denrées alimentaires stockées
L.1.1. Choix d’aliment

Le blé, le café et le pois-chiche sont les échantillons sélectionnés dans cette étude
afin d’isoler les moisissures, car ce sont des produits a large consommation en Algérie. Ces
denrées constituent les principaux produits d’importation pour satisfaire les besoins des

consommateurs en raison d’une production nationale faible.

Le stockage de ces denrées alimentaires doit assurer leur conservation, mais les
produits stockés sont attaqués par divers ennemis. Parmieux les moisissures qui sont
difficiles a reconnaitre car elles sont beaucoup moins visibles. Les moisissures se
nourrissent de produits stockés sous forme crue ou traitée. La décomposition des tissus

altere le golit des denrées alimentaires qui perdent leurs qualités nutritives.
I.1.2 Echantillonnage

Les échantillons du blé tendre local et importé ont été prélevés a partir d’'un Moulin
Agrodiv — unit¢ Béchar, alors que les échantillons du café vert arabica et robusta
proviennent d’une unité de torréfaction , d’une autre part les échantillons du pois-chiche
local et importé proviennent de la coopérative des céréales et légumes secs. Tous les

échantillons ont été prélevés le mois de février 2016 dans la ville du Béchar
1.1.2.1. Echantillonnage du blé tendre local et importé

15 échantillons de blé tendre local et importé ont été prélevés dans 2 silos de
différents.

Les deux silos possedent une structure identique (@ = 12 m, hauteur des murs = 12,5 m et
hauteur du toit = 3 m), avec un contrdle de la température et une aération automatisée et
qui contiennent environ 1000 tonnes de blé dans chacun.

Pour le prélevement, une sonde pneumatique a été introduite au centre et aux 4
points centraux de chaque quadrant, du haut vers le bas du silo (12 m). Pour le processus
d’échantillonnage. Chaque échantillon a été€ divisé en 3 (tiers supérieur, tiers moyen et tiers
inférieur du silo). La sonde pneumatique a été introduite 3 fois en 5 points dans chaque

silo. (European Commission (EC), 2006).
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1.1.2.2. Echantillonnage du café vert

12 échantillons du café verten grainspour laboratoire proviennent d’une unité de

torréfaction qui se situe, a la ville de Béchar.

Les grains du café vert ont été stockés dans des sacs de jute dans un endroit tres sec.
Le sac de jute est percé a l'aide d'un tube fin a la pointe acérée afin de prélever un

échantillon de café vert.
30gr de café vert ont été prélevés a partir d’un seul sac dans un lot de 10 sacs.

Une quantité de 1 500 g de café vert en grains, a été obtenue en réunissant et en
mélangeant tous les prélevements élémentaires effectués a partir de sacs d’un lot, cette
constitue un échantillon global ; puis une quantité de 300 gr de café vert en grains a été

prélevée a partir de 1’échantillon globale mélangé constitue I’échantillon pour laboratoire

1.1.2.3 Echantillonnage du pois-chiche

12 échantillons du pois-chiche local et importé en grainspour laboratoire
proviennent de la coopérative des céréales et Iégumes secs de la wilaya de Béchar.

Les grains du pois-chiche ont été stockés dans des sacs fabriqués en
polypropylénedans un endroit tres sec.

A l'aide d'une pelle & main 300gr de pois-chiche ont été prélevés a partir d’un seul
sac dans un lot de 20 sacs .

Une quantité de 6000g de pois-chiche, a été obtenue en réunissant et en mélangeant
tous les prélevements élémentaires effectués a partir de sacs d’un lot, Cette quantité
constitue un échantillon global ; puis une quantité de 300 gr de pois-chiche en grains a été

prélevée a partir de 1’échantillon globale mélangé constitue I’échantillon pour laboratoire.

I.1.3. Détermination du pH et du taux d’humidité

I.1.3.1. Mesure de pH

Le pH, qui est I’abréviation de potentiel hydrogene, est un parametre servant a
définir si un milieu est acide ou basique. La valeur du pH d’une solution est directement
lie a sa concentration en ions oxonium H3O" qui proviennent de la fixation d’un proton H*
sur une molécule d’eau. Un milieu acide (correspondant a un pH faible) présente une forte
concentration en ions oxonium. Inversement, un milieu basique (correspondant a un pH

élevé) se caractérise par la présence d’ions hydroxydes HO- qui proviennent de la perte
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d’un proton H+ par une molécule d’eau. Pour la détermination du pH une solution a base
de 45 ml d’eau distillée additionnée a 5 g d’échantillon broyé a été préparée. Apres une
heure de repos avec une agitation continue, la mesure du pH a été réalisée a I’aide d’un pH

metre type (HANNA pH 209) (Multon, 1982).
1.1.3.2.Détermination de la teneur en humidité

La méthode suivante a été utilisée pour I’estimation, de la teneur en humidité des
échantillons selon (AOAC, 2007). 10g de chaque échantillon collecté ont été mis dans une
boite de Pétri en verre, puis placés dans un four préréglé a 105 ° C .Les échantillons séchés
ont été mis dans un dessiccateur pour le refroidissement .Cette procédure a été
répétéejusqu’a ce qu’ils atteignent un poids constant. La perte de masse a été interprétée

comme humidité libérée
L humidité est mesurée par la formule :

g PO=PD—(P1=P)
0= (PO — Pt) x

* H% : humidité en (%).

* Pt : poids de la tare.

* PO : poids de la tare avec échantillon.

* P1 : poids constant apres séchage multiple.
1.1.4. Analyse mycologique :

1.1.4.1. Dénombrement de la flore fongique par la méthode de dilution
L'ensemencement apres dilution est la méthode appropriée pour 1'analyse mycologique
des aliments liquides ou en poudre. Il convient également aux grains destinés a la

fabrication de farine et a d'autres situations ol la contamination fongique totale est

pertinente. (JORA N°52, 2015)
- Préparation de la solution mere :

Les grains de café vert, de blé tendre, et de pois-chiche ont été broyés dans un broyeur
électrique désinfecté pendant deux minutes. Puis dans des flacons stériles 5g de chaque
échantillon a été ajouté a 45ml d’eau peptonée (0,1%), le tout a été mélangé a I’aide d’un

agitateur (JORA N°52, 2015)
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- Préparation des dilutions décimales :

A partir de la dilution mere, des dilutions décimales allant de 107 jusqu’a 107 ont été

réalisées pour chaque sous échantillon de blé, café et de pois-chiche. (JORA N°52, 2015)

- Ensemencement et incubation :

Trois boites de Pétri contenant le milieu DG18 (Gélose Dichloran a 18% de glycérol) pour
chaque dilution ont été ensemencées avec 0,1 ml d’inoculum étaléuniformément sur la
surface de la gélose. L’incubation a été faite en aérobiose a 25 + 2°C pendant 5 a 7 jours

(JORA N°52, 2015)
1.1.4.2. Dénombrement de la flore fongique par la méthode directe

Cette méthode consiste a placer les particules d’aliments désinfectés en surface

directement sur un milieu d’agar solidifié.

La désinfection de surface a été réalisée en immergeant des particules dans une
solution de chlore 0.4% pendant 2 minutes en remuant de temps en temps ensuite le chlore
a été égoutté, Apres avoir €liminé le chlore, les particules ont été rincées une fois avec de
lI'eau stérile. Pendant 1 min, sous agitation, puis les graines ont été séchées sur un papier

stérile. ( Pitt et Hochking, 1998).

Apres la désinfection et le ringage, les particules ont été déposées a I’aide d’une pince
stérile sur la gélose DG18 solidifiée, a raison de 10 particules par boite. puis I’incubation
des boites a été réalisée pendant Sjours a 25°C, Apres incubation, les boites ont été
examinées visuellement, ensuite le nombre de particules infectées a été compté et exprimé

en pourcentage ( Pitt et Hochking, 1998).

1.1.4.3. Purification et conservation des souches

En vue de I'obtention d’isolats purs servant a 1’identification des souches, un petit
échantillon d'hyphes ou de spores jugé pur a I’ceil nu a été prélevé a I’aide d’une aiguille
en acier stérile , et inoculé en plusieurs points dans la gélose de PDA acidifié , les boites
ont été incubées a 25°+ 2°C pendant 5 a 7 jours .La pureté a été ensuite jugée par

I'uniformité d'aspect de la colonie qui se forme apres incubation.

Les isolats purs ont été repris sur des tubes de PDA acidifié€ inclinés et incubés a 25 +
2°C pendant une semaine ou plus. Apres incubation ces tubes sont ensuite gardés a 4°C

afin d’assurer leur conservation ( Pitt et Hochking, 1998).
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1.1.4.4. Identification des moisissures

L’identification des moisissures repose sur des criteres macroscopiques et microscopiques

apres isolement et culture sur milieu de culture.

Les criteres macroscopiques : reposent sur I’observation des colonies et de leur couleur
recto et verso, leur taille, leur relief, leur aspect (filamenteux, collant), leur transparence

(opaque, translucide),l’allure des contours et la pigmentation.(Boudihet al., 2011).

Les criteres microscopiques sont fondés sur 1’aspectmorphologique des différentes
structures des champignons : le type de thalle (septé ou non), la couleur des hyphes
(foncées ou claires), la forme des spores, 1’origine des spores (endogeneou exogene), la

forme des tétes (en forme de pinceau, aspergillaire) (Boudihet al., 2011).

1.1.4.4.1. Identification des genres par la technique de micro-culture

Sur une lame en verre stérile un petit carreau du milieu PDA acidifié a été déposé, les
spores de la souche pure ont été inoculées sur les bords périphériques du milieu pour leur
fournir un potentiel d’oxygene. Le carreau ensemencé a été recouvert par une lamelle,
I’ensemble a été placé dans une chambre stérile et humide, puis incubé a 25°C pendant 3 a

5 jours (Deacon, 1980).

Apres incubation, la lamelle a laquelle s’adhérent le mycélium a été transférée sur une

lames stériles contenant quelques gouttes de lactophénol. (Deacon, 1980)

Les observations microscopiques ont été effectuées aux grossissements x10, x40 et
x100. Les genres ont été déterminés par les caracteres culturaux et microscopiques en se

référant au manuel de Barnett et Hunter (1972).

Figure 06 :Micro-culture des moisissures pour 1’identification microscopique
(Photo originale)
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1.1.4.4. 2. Identification des especes
L’identification des especes isolées a été faite selon une méthode basée sur la relation entre

I’activité de 1’eau du milieu de culture et la température d’incubation (Pitt, 1973 ;

Ramiraez, 1982).
- Préparation de la suspension sporale

Un volume de 0,5 ml d’agar fondu semi solide (0,2%) et (0,05 %) de Tween 80 a été
distribué dans des tubes a hémolyse puis autoclavé, ensuite a I’aide d’une aiguille stérile
quelques spores d’une culture jeune pure ont été ajoutées a la suspension semi solide et

mélangé légerement. (Pitt et Hochking, 1998)
- Inoculation
Trois milieux standards ont été utilisés qui sont

- gélose a l'extrait de levure Czapek (CYA ; Pitt, 1973) ;
- gélose a l'extrait de malt (MEA; Raper et Thom, 1949)
- gélose au nitrate de glycérol a 25 % (G25N; Pitt, 1973).

Pour certains genres qui poussent mal ou ne parviennent pas a sporuler sur les milieux
standards, d’autres milieux ont été ajoutés comme la gélose au dichloranchloramphenicol
extrait de malt (DCMA;Andrews, 1992) qui favorise la sporulation chez les especes du
genre Alternaria et la gélose au dichloranchloramphenicol peptone (DCPA ;Andrews et
Pitt , 1986) qui permet le diagnostic du développement de macro-, micro- et

chlamydoconidies des especes Fusarium .

Toutes les boites ont €té inoculées avec une seule culture en trois points, équidistants du

centre et du bord de la boite et I'un de 'autre.

Toutes les cultures ont été cultivées pendant 7 jours sur les trois milieux standards et sur

les milieux spécifiques a 25°C, et sur CYA a 5 et 37°C également.

Les boites incubées a 37°C ont été enfermées dans des sacs en polyéthyléne pour éviter

I'évaporation et le dessechement du milieu. ( Pitt et Hochking, 1998)

I.1.5. Analyses mycotoxicologiques

En sachant que les mycotoxines sont élaborées par des moisissures. Il serait intéressant

d’étudier les moisissures productrices des mycotoxines.
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I.1.5.1. Recherche des souches productrices d’aflatoxines et d’ochratoxines

Toutes les souches d’A.flavus, A.parasiticus , A.ochraceus, A.carbonarius et A.niger
identifiées des prélevements analysés ont été cultivées sur milieu PDA acidifié pendant 5

jours a 25 £+ 2°C et puis soumises aux analyses mycotoxicologiques.

I.1.5.2. Ensemencement sur milieu YES:
Les souches d’A. flavus , A. parasiticus , A.ochraceus, A.carbonarius et A.niger ont été

réensemencées sur milieu YES. Puis ’incubation a été faite a 25 + 2 °C pendant 14 jours

(Samson et al.,2001).

1.1.5.3. Extraction des aflatoxines et des ochratoxines

Apres 14 jours d’incubation, la biomasse formée a été€ éliminée en filtrant le milieu YES

a travers du papier filtre, puis I’extraction a été faite de la maniere suivante:

50 ml de filtrat obtenu sont additionnés a 180 ml de chloroforme (CH3Cl), le tout est
vigoureusement agité pendant 30 min, ensuite le mélange a été laissé se décanter en

utilisant une ampoule a décantation .

La phase chloroformique ainsi obtenue a été filtrée sur du papier filtre plissé puis
concentrée par évaporation sous vide a 1’aide d’un rotavapor jusqu’a un volume de 2 a 3
ml. Ce filtrat a été conservé dans des tubes a hémolyse bien fermés (Frayssinet et

Cahagnier, 1982).

1.1.5.4. Détection des mycotoxines par chromatographie sur couche mince

La chromatographie sur couche mince constitue la méthode de base. Elle permet une
séparation efficace des produits, leur identification et leur quantification avec une bonne

précision (Frayssinet et Cahagnier, 1982).

Elle se fait sur une plaque de sélicagel sur laquelle sont déposés deux spots de 10 ul et
20 ul de chaque extrait a analyser. La plaque est ensuite placée dans une cuve
chromatographique et trempée dans un solvant d’€élution (Tolueéne, acétaldehyde acide

formique V=35, V=4, V=1 respectivement) pendant 1 a 2 heures. (Gimeno,1979)

Apres migration et évaporation du produit d’élution a sec, la plaque CCM a été

examinée sous UV a 365 nm. La présence d’aflatoxines se traduit par des fluorescences
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caractéristiques bleue pour AFBI1, verte pour I’AFG et vert pistach pour I’OTA
(Gimeno,1979)

I.2.Analyse microbiologique et physicochimique du lait de chamelle

1.2.1. Echantillonnage

Les échantillons du lait de chamelle ont été prélevés le mois de mars 2017, qui
proviennent de 4 régions différentes du sud-ouest Algérien (Adrar, Béchar, El Bayadh et
Tindouf), La figure 07 montre les sites de prélevement des différents échantillons, ils ont
été prélevés sur 48 chamelles (12 chamelles de chaque région), leur poids moyen est de
455 + 14 kg et leur age varie de 10 a 14 ans. La race Sahraoui est présente a Tindouf,
Adrar et Béchar et la race Targui dans la région d'El Bayadh . Les chameaux de Tindouf et
d'Adrar sont élevés dans un systeme extensif alimenté en Acacia radiana. Les chameaux
de Béchar et d'El Bayadh sont élevés en mode semi-intensif, ou ils sont mis a paturer le

matin et le soir ; ils recoivent du foin d'orge et d'avoine.

Morocco

Figure 7: Points de prélevement du lait de chamelle

Des échantillons de lait de ces chamelles ont été prélevés au début et au milieu de la
phase de lactation. La collecte a été faite le soir. Le prélevement a été effectué en
respectant les conditions hygiéniques de la traite. Les échantillons ont été réfrigérés

jusqu’au transport au laboratoire.
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1.2.2. Analyses physicochimiques du lait cru de chamelle
1.2.2.1.Mesure du pH
Le pH du lait a été déterminé selon la méthode standard de I’AOAC (2000)

Le pH du lait cru a été mesuré a 1’aide d’un pH-meétre numérique. Des tampons de pH 7

et 4 ont été utilisés pour I’étalonnage du pH-metre.

Apres I’étalonnage, un volume de 100 mL d’échantillon de lait a été€ mis dans un bécher,
puis I’électrode a été immergée et conservée dans I’échantillon jusqu’a ce qu’une lecture

constante soit atteinte. (AOAC ,2000)
1.2.2.2. Détermination de I’acidité titrable

L’acidité du lait frais a été déterminée par la méthode de titrage donné par Norme
Francaise 04-206 (Janvier 1969).L’acidité a été déterminée en mettant 10 ml
d’échantillon de lait camelin cru dans une fiole d’Erlenmeyer et 2-3 gouttes de
phénolphtaléine ont été ajoutées et titrées contre (N/9) NaOH jusqu’au virage au
rose. L acidité titrable, 1’acidité exprimée en degrés Dornic, est équivalente au nombre de
dixiemes de ml de soude Dornic versée pour avoir le virage de 'indicateur. C’est-a-dire

par exemple 1,8 ml x 10=18 °D. 1°D = 0,1 ml de NaOH a N/9.

1.2.2.3. Détermination de la densité du lait

Le lait camelin cru a été versé dans une éprouvette tenue inclinée afin d’éviter la
formation de mousse ou de bulles d’air, ensuite le lactodensimetre a €té introduit
doucement dans le lait en le maintenant dans 1’axe de 1’éprouvette, la lecture a été faite
apres une minute, cette lecture a été effectué a la partie supérieure du ménisque. (AOAC

,2000)

1.2.2.4. Détermination de la teneur en matiere séche totale

La teneur en matiere séche totale a été déterminée selon la méthode de I'AOAC (2000).
10 g de chaque échantillon de lait frais ont été placés dans une cuve en aluminium a fond
plat propre et séché. Le poids de chaque cuve avec échantillon a été enregistré, chauffé au
bain Marie pendant 30 minutes et placé dans un four a 105°C pendant 3 heures. Enfin, les
cuves ont été sorties du four et transférées dans des dessiccateurs pour refroidir a

température ambiante.
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Le chauffage, le refroidissement et la pesée ont été répétés plusieurs fois jusqu'a ce que la
différence entre les pesées successives soit inférieure a I'échantillon prélevé. (AOAC
,2000). La matiere seche du lait a été€ exprimée en pour cent en masse et calculée a partir de
I'équation suivante :
(M1 - MO) 100
—X
(M2 - MO0)
- Moest la masse, en grammes, de la cuve vide,
- Mi est la masse, en grammes de la cuve et du résidu apres dessiccation et
refroidissement.

- Mz2est la masse, en grammes, de la cuve et de la prise d'essai.

1.2.2.5. Détermination du taux de cendre

La teneur en cendre de lait a été¢ déterminée selon la méthode standard de I’AOAC 2000.
Premierement : les creusets et le couvercle ont été placés dans le four a 550 °C pendant une
nuit pour s’assurer que les impuretés a la surface du creuset sont briilées. Les creusets ont
été refroidis dans le dessiccateur, puis pesés aux décimales. Ensuite environ 5 g
d’échantillon a été pesé dans le creuset, et amené a une dessiccation complete au bain
Marie .

Les échantillons de lait ont été enflammés dans un four a moufle a 550 °C pendant 3
heures jusqu'a disparition complete des particules charbonneuses dans les creusets, puis

refroidis dans des dessiccateurs et pesés. (AOAC ,2000)

Enfin, la teneur en cendres a été calculée comme suit :

poids de cendre

x 100

taux de cendre(%) = — — ,
poids de l"échantillon

1.2.2.6. Détermination du taux de la matiere grasse :
La détermination d taux de la maticre grasse a été faite selon la méthode de Gerber
(Marshall, 1993)

A l'aide d’un doseur automatique 10 ml d'acide sulfurique a été introduit dans un tube
de butyrometre, sans mouiller le col du tube. Ensuite a ’aide d’une pipette a lait 10 ml du
lait a été coulé dans le tube du butyrometre le long de la paroi latérale sans mouiller le col ;
puis 1 ml d'alcool amylique a été ajouté au tube butyrometre puis fermé avec un bouchon,

et agité jusqu'a homogénéité en retournant pour un mélange complet de 1'acide.
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Le tube butyrometre a été maintenu au bain-marie pendant 5 min a 65°C en prenant soin de
n’avoir aucune particule de caséine, enfin les tubes ont été centrifugés pendant 4 min a
1100 tr/min.

Apres centrifugation les tubes du butyrometre ont été retirés et placés au bain-marie
pendant 5 min a 65°C.

Le pourcentage de graisse a été lu apres avoir ajusté la hauteur dans le tube par des
mouvements du bouchon de verrouillage avec la clé. La lecture de 1'échelle correspondant
au point le plus bas du ménisque graisseux et a la surface de séparation de la graisse et de

I'acide a été notée. (Marshall, 1993)

1.2.2.7.Détermination du taux de protéine totale

Le taux en protéine totale dans le lait a été déterminée par la méthode de la fédération
laitiere internationale (IDF 20-1 (2001) .I’azote provenant de protéines et d’autres sources
azotées a €té converti en sulfate d’ammonium, puis ’ammonium est distillé dans une
solution d’acide borique et titré contre un acide de normalité connue.

3 gr de lait ont été versés dans un tube de digestion avec un comprimé de digestion et 20
ml de H>SOs concentré. Egalement un autre tube contenant les produits chimiques ci-
dessus, a I'exception de 1'échantillon du lait a été préparé comme blanc. La digestion s’est
faite d’abord par chauffage lent pendant 45 min pour éviter la mousse puis a 80°C jusqu’a
I’apparition de couleur claire ou vert pale.

L’échantillon digéré a été laissé refroidir pendant une demi-heure, puis 100 ml d’eau
distillée ont été ajoutés et mélangés progressivement et transférés dans une fiole jaugée de
250 ml ,puis le tube de digestion a été rincée 2-3 fois avec de I’eau distillée, puis le volume

a été porté a 250 ml en ajoutant de I’eau distillé. (IDF 20-1 (2001)

Distillation :

10 ml d’échantillon digéré et 10 ml de NaOH (40%) ont été distillés dans un appareil
micro kjeldahal. Le produit ammoniac obtenu a été pi€gé dans une solution d’acide borique
a 4% contenant quelques gouttes d’indicateur de rouge de méthyle. Avec 1’ajout
d’ammoniac, la couleur de 1’acide borique est passée du rouge au jaune, la distillation a été
poursuivie pendant 2-3 minutes apres la premiere apparition de couleur jaune pour capturer
un maximum d’ammoniac. (IDF 20-1 (2001)

Titration :
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Le contenu a été titré par rapport a des solutions de H>SO4(0,1N) jusqu’a ce que le
point final de couleur rose apparaisse, le volume de H>SO4 utilisé a été noté. (IDF 20-1
(2001)

Calcul:
Le pourcentage total d’azote a été calculé avec la formule mentionnée ci-dessous et cette

valeur a été multipliée pour obtenir le taux en protéine totale.

Azote (%)

Volume de H25S04 utilisé(ml)x250x0,0014
= — - - - ——x100
volume utilisé pour la digestion x volume d'echantillon digéré

Taux en proteine totale(%) = pourcentage d'Azote x 6,38
1.2.2.8. Détermination de la teneur en lactose
La teneur en lactose a été déterminée par la méthode de Lane et Eynon

40 ml de lait camelin frais a été introduit dans un bécher et chauffé a 65 ° C au bain-marie,
puis 5 a 8 gouttes d’acide acétique ont été ajoutées et laissées pendant 5 minutes pour

précipiter les protéines.

L’échantillon traité a I’acide a ensuite été filtré et le volume a été porté a 100 ml avec de

I’eau distillée.

Le filtrat a été pris en burette et ajouté lentement a la fiole conique contenant 5 ml de de la
liqueur de Fehling bouillante A et B jusqu’a fixation complete du bleu, puis 2 gouttes de
bleu de méthylene ont été ajoutées et le titrage a été complété au point final de couleur

rouge brique.( Lane et Eynon,

Expression des résultats :
Le pourcentage de lactose a été calculé selon la formule ci-dessous
teneur en lactose(%)

dilution x equivalent obtained from lactose 100
X

~ Volume d’echantillon utilisé pour le titrage x 10
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1.2.3. Analyse microbiologique du lait de chamelle
1.2.3.1. Préparation des échantillons et des dilutions décimales

Les échantillons du lait ont été mélangé soigneusement afin d'assurer une répartition
aussi uniforme que possible des micro-organismes en retournant rapidement 25 fois le

récipient contenant I'échantillon.

Ensuite 1 ml du lait cru a été prélevé avec une pipette stérile, et ajouté a une quantité
neuf fois égale de diluant peptone-sel. Cette premiere dilution a été agitée en utilisant un
agitateur vortex pendant 5 secondes 4 10 secondes. Pour obtenir une dilution 107" .Les
dilutions décimales ont été poursuivies en utilisant chaque fois une nouvelle pipette pour

passer d’une dilution a I’autre. (NF EN ISO 6887-5, 2010)

1.2.3.2.Dénombrement des germes totaux a 30°C

Le dénombrement a été performé selon la norme frangaise (NF EN ISO 4833-2, 2013)

A T’aide d’une une pipette stérile 1 ml de chaque dilution a été ensemencé dans les boites
de Pétri. Ensuite dans chaque boite un volume de 10 a 12 ml du milieu PCA au lait écrémé
fondu et refroidi a une température de 45 a 47 C° a été versé et immédiatement mélangé
par cinq mouvements de va-et-vient, suivis de cinq mouvements circulaires dans le sens
des aiguilles d’une montre suivis de cing mouvements de va-et-vient exécutés
perpendiculairement aux premiers et suivis enfin de cinqg mouvements circulaires dans le
sens contraire des aiguilles d’une montre. Apres les boites ont été laissées jusqu’a la

solidification du milieu

Les boites ont été mises a incuber, leur fond étant tourné vers le haut a 30°C pendant 72

heures. (NF EN ISO 4833-2, 2013)
Expression des résultats :

Le dénombrement permet de compter toutes les colonies ayant poussé sur les boites en

tenant compte des facteurs suivants :

* Pour exprimer les résultats, on tient compte uniquement des boites dans lesquelles
se sont développées de 20 a 300 colonies.

* La moyenne arithmétique a été calculée a partir des chiffres obtenus dans les boites
ensemencées avec la méme dilution.

* Le nombre trouvé a été multiplié par I’inverse de sa dilution,
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* La moyenne arithmétique des colonies a été faite entre les différentes dilutions.

1.2.3.3.Dénombrent de la flore psychrotrophe

Le dénombrement de la flore psychrotrophea été effectué selon la norme Afnor(NF ISO

17410, 2001)

A T’aide d’une pipette stérile 1 ml de chaque dilution a été ensemencé dans les boites de
Pétri. Ensuite dans chaque boite un volume de 10 a 12 ml du milieu PCA au lait écrémé
fondu, refroidi a une température de 45 a 47 C° a été versé et immédiatement mélangé
par cinq mouvements de va-et-vient, suivis de cinq mouvements circulaires dans le sens
des aiguilles d’une montre suivis de cing mouvements de va-et-vient exécutés
perpendiculairement aux premiers et suivis enfin de cinqg mouvements circulaires dans le
sens contraire des aiguilles d’'une montre. Apres les boite ont été laissées jusqu’a la

solidification du milieu.

Les boites ont été mises a incuber, leur fond étant tourné vers le haut a 6,5°C pendant 10

jours. (NF ISO 17410, 2001)

1.2.3.4. Dénombrement des coliformes totaux

Le comptage des coliformes totaux a été effectué selon la norme Afnor (NF ISO 4832,
2006).

A T'aide d'une pipette stérile, 1ml de la suspension mere ou de chaque dilution décimale a
été transférée dans la boite de Pétri vide, puis environ 15 ml du milieu VRBL refroidi au
bain d'eau a une température comprise entre 44 °C et 47 °C a été coulé dans chaque boite
de Pétri. Ensuite l'inoculum a été mélangé soigneusement au milieu de culture et laisser le
mélange se solidifier en posant les boites de Pétri sur une surface froide et horizontale.
Apres solidification du mélange, une couche d'environ 5 ml de milieu VRBL a été ajoutée

puis laissée se solidifier.

Les boites ainsi préparées ont été retourné (couvercle en dessous) et les incuber durant 24 h

+2ha37°C.

Apres la période d'incubation, les boites de Pétri ayant, si possible, un nombre compris

entre 10 et 150 colonies ont été€ sélectionnées.
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Les colonies violacées ayant un diametre minimal de 0,5 mm (parfois entourées d'une
zone rougeatre) ont été considérées comme des colonies typiques de coliformes et ne

nécessitent pas de confirmation. (NF ISO 4832, 2006).

Le nombre N de coliformes totaux par millilitre a été calculé, en tant que moyenne

pondérée, a l'aide de 1'équation suivante :

Ou:

>c : la somme des colonies caractéristiques comptées sur les deux boites retenues ;
v : le volume de l'inoculum appliqué a chaque boite, en millilitre ;

d : le taux de dilution correspondant a la premiere dilution comptée.

1.2.3.5.Dénombrement des coliformes thermotolérants

Le comptage des coliformes thermotolérants a été effectué selon la norme Afnor (NF
V08-060, 2009).

A l'aide d'une pipette stérile 1ml de la suspension mere ou de chaque dilution décimale a
été transférée dans les boites de Pétri vides, puis environ 15 ml du milieu VRBL refroidi au
bain d'eau a une température comprise entre 44 °C et 47 °C a été coulé dans chaque boite
de Pétri. Ensuite l'inoculum a été mélangé soigneusement au milieu de culture et laisser le
mélange se solidifier en posant les boites de Pétri sur une surface froide et horizontale.
Apres solidification du mélange, une couche d'environ 5 ml de milieu VRBL a été ajoutée

puis laissé se solidifier.

Les boites ainsi préparées ont été retourné (couvercle en dessous) et les incuber durant 24

h+2h a44°C.

Apres 24 h d'incubation, les colonies caractéristiques sont violacées, d'un diametre

supérieur ou égal a 0,5 mm et parfois entourées d'une zone rougeatre. (NF V08-060, 2009).

Expression des résultats :
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Les boites contenant moins de 150 colonies caractéristiques au niveau des deux dilutions

successives ont été retenues.

Le nombre N de coliformes thermotolérants par millilitre a été calculé, en tant que

moyenne pondérée, a 1'aide de I'équation suivante :

T

-

vxllxd

Ou:

> : la somme des colonies caractéristiques comptées sur deux boites retenues ;

v : le volume de I'inoculum appliqué a chaque boite, en millilitre ;

d : le taux de dilution correspondant a la premiere dilution comptée.
1.2.3.6.Dénombrement des staphylocoques a coagulase positive

Au moment de I’emploi, 0,25 ml de la solution de tellurite de potassium et 7,5 ml de
solution de fibrinogeéne bovin et 2,5 ml de solution de plasma de lapin et d’inhibiteur de
trypsine ont été ajoutés aseptiquement au flacon contenant 90ml du milieu Baird Parker
fondu a 48°C , apres chaque addition, le milieu a été mélangé soigneusement par rotation,

afin de minimiser la formation de mousse. (NF EN ISO 6888-1)

A T’aide d’une pipette stérile 1 ml de suspension mere ou de dilution décimale a été

transféré dans des boites de Pétri vides. (NF EN ISO 6888-1)

Dans la boite de Pétri le milieu complet utilisé a été coulé de facon a obtenir une
épaisseur d’environ 3 mm. L’inoculum a été mélangé soigneusement au milieu de culture

et laissé se solidifier en posant les boites de Pétri sur une surface fraiche et horizontale.

Apres solidification complete, les boites ainsi préparées ont été retournées et incuber a35°

Cou 37° C pendant 18 h a 24 h. (NF EN ISO 6888-1)

Apres une période d’incubation, les staphylocoques forment de petites colonies noires
ou grises ou méme blanches, entourées d’un halo de précipitation indiquant une activité de

coagulase. (NF EN ISO 6888-1)
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Expression des résultats :

20
J‘\r =

V(ipy+0,1m)d

Ou:

Xc : Somme des colonies de staphylocoques caractéristiques sur 1’ensemble des boites

retenues ;

V : Volume de I’'inoculum appliqué a chaque boite, en millilitres ;

nl : Nombre de boites retenues a la premiere dilution ;

n2 : Nombre de boites retenues a la seconde dilution ;

d : Taux de dilution correspondant a la premiere dilution retenue
1.2.3.7.Dénombrement des streptocoques fécaux

La recherche des streptocoques fécaux ou streptocoques du groupe « D » de la
classification de Lancfield, a été faite en milieu liquide par la technique du nombre le plus

probable (N P P). Cette technique fait appel a deux tests consécutivement a savoir :
Test de présomption

Une série de tubes contenant le milieu sélectif de Rothe a raison de trois tubes par
dilution a été préparée. A partir de chaque dilution décimale, 1 ml d’inoculum a été
transféré dans chacun des trois correspondants a une dilution donnée. L’inoculum a été

bien mélangé dans le milieu a 1I’aide d’un vortex.
L’incubation a été faite a 37°C pendant 24 a 48 heures. (Maury, 1987).

Apres incubation les tubes présentant un trouble microbien ont été considérés comme
positifs, Aucun dénombrement n’a été fait a ce stade, les tubes positifs font I’objet d’un

repiquage. (Maury, 1987).
Test de confirmation

Chaque tube de Rothe positif a fait donc 1’objet d’un repiquage par strie a 1’aide d’une anse

bouclée sur la gélose BEA. L’incubation a été faite a 37°C pendant 24h. (Maury, 1987).
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Apres incubation les boites présentent des colonies noir (Maury, 1987).

Expression des résultats :

Le nombre de streptocoques fécaux est exprimé par le NPP selon la table de Mac Grady.
1.2.3.8. Recherche et dénombrement des Clostridium sulfito réducteurs

Le dénombrement des Clostridium sulfito-réducteurs a été réalisé selon la norme Afnor

(NF V08-061, 2008)en utilisant de la gélose Tryptone-Sulfite-Cyclosérine (gélose TSC).

Pour dénombrer les Clostridium sulfito-réducteurs, une aliquote de lait placée dans un
tube stérile a été préchauffée pendant 10 min a 80°C et refroidie dans de la glace fondante
pour détruire les formes végétatives et activer les spores. A partir de ces conditions, 1 ml
de chaque dilution a été placé aseptiquement dans des tubes a vis stériles. Environ 20 ml de
I'agar TSC fondu et refroidie a 45°C a été ajouté, les tubes ont €té laissés sur la paillasse
pendant 30 min puis une couche de I'huile de paraffine a ét€ ajoutée, les cultures ont été

incubées en anaérobiose a 46°C pendant 24 + 2 heures. (NF V08-061, 2008)

Apres la période d’incubation les colonies des Anaérobies sulfito réducteurs apparaissent

de couleur noire. (NF V08-061, 2008)
Expression des résultats :

- trouver la moyenne arithmétique des colonies pour chaque dilution,
- multiplier les nombres trouves par I’inverse de la dilution correspondante,

- faire ensuite la moyenne arithmétique des colonies des deux dilutions.
1.2.3.9. Dénombrement des salmonelles

Le dénombrement des salmonelles a été réalisé selon la norme Afnor .(NF EN ISO 6785,

2008)
En général, la recherche de Salmonella nécessite 4 phases successives comme indiqué.

- Pré-enrichissement : 25ml du lait a été ensemencé dans I’eau peptonée puis incubé
a 37°C pendant 16 a 20 heures.
- Enrichissement : 0,1 ml de la culture résultante a été ensemencée dans le bouillon

Rappaport Vassiliadis et 2 ml dans le bouillon Muller-Kauffmann au Tétrathionate-
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novobiocine , I’incubation a été faite a 41,5°C et a 37°C respectivement pendant
24h

- Isolement: deux milieux d’isolement ont été utilisés, la gélose xylose lysine
désoxycolate et la gélose au vert brillant dans lesquels 0,1 ml de culture résultantes

ont été inoculées, puis I’incubation a été faite a 37°C pendant 24h

- Confirmation : les colonies présumées de Salmonella isolées ont été confirmées au

moyen des essais biochimiques appropriés. (NF EN ISO 6785, 2008)

1.2.3.10. Dénombrement des levures et moisissures

Les comptages de levures et de moisissures ont été effectués conformément a la norme

Afnor (NF ISO 21527, 2008)

Au moment de I’emploi 10 ml de la solution de chlorhydrate d’oxytétracycline a été
ajoutée aseptiquement a 90 ml du milieu OGA fondu et refroidi a 45 °C.
A l'aide d'une pipette stérile 1ml de la suspension mere ou de chaque dilution décimale a
été transféré dans des boites de Pétri vides, puis environ 15 ml du milieu gélosé OGA
refroidi au bain d'eau a une température comprise entre 44 °C et 47 °C a été couler dans
chaque boite de Pétri. Ensuite I'inoculum a été mélangé soigneusement au milieu deculture
et laissé le mélange se solidifier en posant lesboites de Pétri sur une surface froide et
horizontale

Apres solidification complete, les boites ainsi préparées ont été retournées et incubées a
25° C ou 37° C pendant 5 jours

Apres incubation les colonies dans chaque boite, ont été comptées a 1’exception de la
colonie bactérienne, qui pourrait se développer éventuellement. (NF ISO 21527, 2008)

Expression des résultats :
Seules les boites contenant entre 10 et 150 colonies au maximum ont €t€ retenu.

Si des parties des boites sont envahies par des moisissures ou s'il est difficile de
compter les colonies bien isolées, compter les colonies dans des boites a la dilution

suivante plus élevée. (NF ISO 21527, 2008)
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I. 3. Recherche et isolement des bactéries lactiques
1.3.1. Isolement des bactéries lactiques a partir du lait de chamelle

Les bactéries lactiques ont été isolées a partir des échantillons de lait de chamelle fermenté

a 30°C pendant quelques jours

Des dilutions décimales successive ont été réalisées dans 1'eau physiologiques stérile (9ml)
jusqu'a une dilution de I'ordre 10-° , 1ml prélevé a partir de chaque dilution (10#,10°) de

I'échantillon a analyser a été inoculé en trois exemplaires sur

une gélose M 17 pour l'isolement des Streptococcus ;

- une gélose MRS (Man, Rogosa et Sharp) acidifiée pour I’isolement des
Lactobacillus et Pediococcus (De Man et al., 1960) ;

- un milieu gélosé hypersaccharosé pour I’isolement des Leuconostoc (Mayeux et

al.,1962).

- Un milieu de gélose Elliker pour 1isolement des Lactococcus (Elliker et al ., 1956)
Tous les milieux ont été additionnés du CaCOz( 5g /1) .
Les boites ont été incubées pendant 72 h a 30 °C dans des conditions d'anaérobiose.
Apres incubation, 10% des différents types des colonies apparaissent principalement

entourées par un halo clair ont été sélectionnées et repiquées dans les Bouillons MRS,

M17, Elliker et MSE puis incubés a 30°C pendent 24h.

1.3.2. Purification

La purification a été effectuée par repiquage successif sur la surface de gélose des
milieux cités précédemment jusqu'a 1I’obtention des colonies de méme taille, méme forme

et méme couleur renseignant sur la pureté des souches. (Karam et Karam , 1994)

1.3.3. Pré-identification des souches

Les colonies isolées subissent deux tests, le premier est la coloration de Gram suivi
d’une observation microscopique alors que le deuxieme est la recherche de I’enzyme

catalase. (Gibson et abd el Malek., 1945)
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1.3.3.1.Coloration de Gram

La coloration de Gram a été utilisée pour classer les bactéries selon leur Gram et leur

morphologie sous microscope optique.
1.3.3.2.Recherchedu catalase

A T'aide d'une anse d'inoculation stérile, une colonie bien isolée d’une culture pure (18 a
24 heures d’incubation) a été prélevée et placée sur la lame de microscope stérile.Puis a

l'aide d'un compte-gouttes, une goutte de H>O2 a 10v a été déposée sur la colonie.

L’apparition de bulles confirme la présence d’une catalase chez la bactérie étudiée et

celle-ci est dite catalase positive et le contraire indique 1’absence du catalase.

Seuls les isolats catalase négatifs et Gram positifs ont été retenus pour une

identification. (Duke et Jarvis, 1972)

1.3.4. Caractérisation des isolats

Les criteres physiologiques et biochimiques sont basés sur les tests suivants :
1.3.4.1.Croissance a différentes températures

Ce test permet de distinguer les bactéries lactiques mésophiles des bactéries thermophiles.

Des tubes a essais contenant le bouillon MRS ont été inoculés et incubés aux
températures suivantes : 10°C, 37°C et 45°C pendant 24 heures (Schillinger et Luck.,
1987).

1.3.4.2. Croissances a différents pH

Ce test permet de différencier entre les souches qui croissent dans un milieu acide ou
alcalin. Le bouillon MRS a été préparé avec différent pH : 3, 3.5, 4.5, 5.4, 9.6 . Puis une
colonie jeune a été introduite dans les bouillons préparés, ensuite I’incubation a été faite a

30° C pendant 24 heures (Carr et al., 2002).
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1.3.4.3. Culture sur milieu hypersalés

La croissance en présence de différentes concentrations de chlorure de sodium (NaCl)
permet de différencier entre les genres Streptococcus, Lactococcus et Enterococcus (Stiles

et Holzapfel, 1997).

Les cultures jeunes ont été ensemencées sur des bouillons MRS hypersalés a 4 % et 6.5

% de NaCl. Ensuite I’incubation a été faitea 30°C pendant 24h a 72h. (Carr et al., 2002).

1.3.4.4. Recherche de I’Arginine dihydrolase (ADH)

Le bouillon M16DCP a été ensemencé par une culture jeune a étudiée, la souche étudiée
doit d'abord utiliser le glucose présent pour faire chuter le pH. Ceci est indiqué par un
passage du violet au jaune au cours des 24 premicres heures d'incubation. Une fois le
milieu acidifié, I'enzyme arginine dihydrolase est activée. La culture a été incubée pendant
24 heures supplémentaires a 30°C pour permettre au microbe d'utiliser 1'arginine. Les
résultats finaux ont été ensuite observés. Le passage du jaune au violet indique un test
positif pour l'arginine dihydrolase. Le fait de ne pas redevenir violet a 48 heures indique un

résultat négatif (Thomas, 1973).

1.3.4.5. Recherche de type fermentaire

La différence des types de fermentation, homo- et hétéro-types, est 1'une des clés les plus

importantes pour classer le genre de bactéries lactiques.

La mise en évidence de la production du CO2 a partir du glucose a été faite sur bouillon

MRS contenant au préalable une cloche de Durham.

Apres inoculation avec de la souche testée et incubation a 30°C pendant 24 heures,le
développement d’une souche hétérofermentaire se traduit par I’apparition du gaz dans la
cloche du Durham, qui est absent chez les homofermentaires(Gibson et Abd el Malek.,
1945).
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1.3.4.6. Test du lait de Sherman

Ce test montre 1’aptitude des bactéries a croitre en présence de bleu de méthyleéne a

différentes concentrations.

Des tubes a essais contenant du lait écrémé stérile au bleu de méthylene a 0,1% et a 0,3%
ont été inoculés avec des cultures jeunes a testées. Apres une incubation a 30°C pendant
24h a 48heures, les observations relatives a la réduction de bleu de méthylene et la

coagulation du lait ont été notées. (Joffin et Leyral , 1996)

1.3.4.7. Test d’hémolyse

Le caractere hémolytique a été recherché par ensemencement en stries de la gélose au
sang additionnée de 5% de sang défibriné stérile préalablement réchauffé a température

ambiante.

Apres incubation pendant une période de 24h a30°C, le type d’hémolyse a été examiné :

- alpha— hémolytique (o) si une décoloration verte ou brune du milieu entoure la
colonie.

- béta-hémolytique (B) si une zone claire, se rapprochant de la couleur et de la
transparence du milieu de base, entoure la colonie.

- Gamma- hémolytique (y) : qui indique I'absence d'hémolyse. Il ne doit pas y avoir

de réaction dans le milieu environnant.(Maragkoudakis et al., 2006).

1.3.4.8. Recherche de gélatinase

Des tubes contenant la gélatine nutritive ont été inoculés avec une culture a tester puis
incubés a 30°C avec un tube de gélatine nutritive non inoculé qui a servi de témoin pendant

48h.

Pour examiner I’hydrolyse, les tubes ont été refroidisdans de I’eau glacée.

Le tube témoin et les tubes dans lesquels aucune hydrolyse n’a eu lieu se solidifier ont ,

la gélatine hydrolysée restera fluide (Prakash, 2010).



Partie expérimentale Matéuiels et méthodes I

64

1.3.4.9. Fermentation des hydrates de carbones

Il s’agitd’apprécier 1’aptitude des souches a métaboliser divers substrats carbonés en
particulier les sucres. Ce test a été réalisé en galeries API20 STREP pour identifier les
genres Enterococcus et Streptococcus par conséquent pour les Lactobacilles le test a été

réalisé en galeries classiques.

1.3.4.9.1. La galerie classique

Des tubes sur bouillon MRS sans extrait de viande et sans citrate (MRSc-ev) sont
additionnés d’un indicateur de pH (pourpre de bromocrésol a 0.05 g/l), le glucose du

milieu MRS est remplacé par I’hydrate de carbone a tester (Leveau et al., 1991)

Les solutions de sucres (mannitol, dextrine, raffinose, xylose, maltose, galactose,
fructose, inositol, rhamnose, glucose, lactose, saccharose, arabinose) ont été stérilisées par

filtration apres ils ont été introduit dans le milieu avec une concentration finale de 3%.

Une culture bactérienne de 24h a été centrifugée a 3000 tr/min pendant 10min, le culot
a été rincé 2 fois a I’eau physiologique stérile, une suspension est réalisé avec 1’eau
physiologique. 0,1 ml de cette suspension est ensemencé dans 2ml du MRSc-ev-BCP-sucre

recouvrir avec une couche mince d’huile de paraffine stérilisé (Samelis et al., 1994).

Apres incubation pendant 48h a 72h le développement de la culture et le virage au jaune

de I’indicateur coloré dii a 1’acidification du milieu traduit la fermentation du sucre.

1.3.4.9.2. La galerie API 20 Strep

Les galeries API20 Strep (Biomérieux, REF , France) permettent une identification des
bactéries lactiques au niveau de I’ espece et méme parfois de la sous-espece sur la base de

la fermentation de 20 substrats différents.

Premierement I'inoculum de la galerie a été préparé en cultivant les bactéries sur le
bouillon MRS Apres 24 h d’incubation, la culture a été récupérée par centrifugation a 3100

tr/mn pendant 10 mn, le culot a été rincé 2 fois a I’eau physiologique stérile.
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La galerie est constituée d’une seule bande comprenant 20 tubes numérotés. Sa boite
d’incubation a été préparée en inscrivant la référence de la souche sur la languette latérale
puis environ 10 ml d’eau distillée a été répartie dans les alvéoles du fond pour créer une

atmosphere humide.

Apres faire sortir la bande de leur emballage, et la déposer dans le fond de la boite
d’incubation, la galerie a été inoculée par la suspension bactérienne a 1’aide d’une pipette
stérile au niveau des 20 tubes de la galerie. Apres inoculation les cupules ont été remplies

avec de I’huile de paraffine stérile.

L’incubation de la galerie a été faite a 30°C pendant 24h .Apresla période d’incubation, la
fermentation des substrats est indiquée par une couleur jaune exceptée pour 1’esculine

(brun foncé). Les résultats ont été lus a 24 h et vérifiés apres 48 h d’incubation.

L’interprétation des résultats a été faite par le logiciel Api Web (BioMérieux) pour

identifier les bactéries lactiques.

1.3.5. Identification moléculaire

Cinq isolats précédemment caractérisés ont été envoyés a un laboratoire privé « Gene
Life Sciences, Sidi Belabbas, Algérie », pour effectuer une identification moléculaire. Le

séquencage des genes a été fait selon la technique Sanger.

Le séquencgage de Sanger comporte trois étapes principales.

Les séquences du gene de I’ARNTr 16S des isolats ont été amplifiées a I’aide d’amorces
universelles 27F 5'-AGAGTTTGATCATGGCTCAG-3") comme amorce avant et 1492R
(5'-GGTTACCTTGTTACGACTT-3") comme amorce inverse.

- Les réactions PCR ont été réalisées avec le kit Master Mix et I’enzyme Taq DNA
Polymerase Platinum (Invitrogen, Waltham, USA), en triple exemplaire, avec les

conditions d’amplification suivantes :
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1) PCR 1 : dénaturation initiale a 95 °C pendant 5 min, 25 cycles de dénaturation a 95 °C
pendant 45 s, recuit a 55 °C pendant 30 s et 72 °C pendant 45 s, et extension finale a 72 °C

pendant 2 min;

i1) PCR 2 : 95 °C pendant 5 min, 10 cycles de 95 °C pendant 45 s, 66 °C pendant 30 s et 72

°C pendant 45 s, et extension finale de 72 °C pendant 2 min.

Les produits PCR ont été purifiés a 1’aide d’un kit commercial de purification de I’ADN
(AMPureXP®, Indianapolis, Etats-Unis) et séquencés dans 1’équipement du systéme de

séquencage MiSeq (Illumina Inc., San Diego, Etats-Unis).
- Séparation des fragments par électrophorese capillaire sur gel

Dans la deuxieme étape, les segments d’ADN ont subi I’électrophorese en gel. Celle-

ci permet de séparer les fragments d’ADN de différentes longueurs.

Pour ce faire les fragments d’ ADN ont été ajoutés a un excipient de gel, puis y faire
passer un courant électrique. Cela fait en sorte que les segments s’alignent dans le gel
en fonction de leur taille. Lorsque les fragments ont fini de se déplacer, le gel a été

examiné a ’aide d’une lumiere UV. Ainsi, chaque segment devient visible.
- Analyse sur gel et détermination de la séquence d’ADN

La derniere étape consiste simplement a lire le gel pour déterminer la séquence de
I’ADN d’entrée. Etant donné que I’ADN polymérase ne synthétise I’ADN que dans la
direction 5' a 3' a partir d’un amorce fourni, chaque ddNTP terminal correspondra a un
nucléotide spécifique dans la séquence originale (par exemple, le fragment le plus court
doit se terminer au premier nucléotide a partir de ’extrémité 5', le deuxieme fragment
le plus court doit se terminer au deuxieme nucléotide de I’extrémité 5', etc.) Par
conséquent, en lisant les bandes de gel de la plus petite a la plus grande, nous pouvons

déterminer la séquence de 5' a 3' du brin d’ADN d’origine

Dans le séquencage automatisé de Sanger, un ordinateur lit chaque bande du gel
capillaire, dans 1’ordre, en utilisant la fluorescence pour appeler I’identité de chaque

terminal dANTP. En bref, un laser excite les étiquettes fluorescentes dans chaque bande
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et un ordinateur détecte la lumiére émise par le résultat. Etant donné que chacun des
quatre ddNTP est étiqueté avec une étiquette fluorescente différente, la lumicre émise
peut étre directement liée a 1’identité du ddNTP terminal. La sortie est appelée

chromatogramme, qui montre le pic fluorescent de chaque nucléotide le long de I’ADN

modele
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Figure 08: Séquencage de I’ADN a I’aide d’électrophorese capillaire en gel
https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Sanger-sequencing.svg

L.4. Recherche de I’activité antifongique des bactéries lactiques isolées
L.4.1. Criblages des bactéries lactiques a caractere antifongique

1.4.1.1. Méthode de double couche

C’est une méthode qualitative qui permet d’évaluer 1’activité antifongique des bactéries

lactique sur la germination des spores

La bactérie lactique a tester a été inoculée en deux lignes de 2 cm sur la gélose MRS puis
incubé a 30 ° C pendant 72h en anaérobiose. La boite a ét€ ensuite recouverte de 10 ml de
milieu GYA (0,7%) additionné de 1 ml de suspension sporale (10°conidies/ml)
d’Aspergillus fumigatus. Apres 5 jours d’incubation a 25° C en aérobiose. (Magnusson et

Schnurer ,2001).
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La zone d'inhibition a ét€ mesurée selon 1'échelle suivante :

- - pas d'inhibition visible,

-+ pas de croissance fongique sur 0,1-3% de la surface de la boite / strie bactérienne
- 4+ pas de croissance fongique sur 3-8% de la surface de la boite /strie bactérienne,

- +++ pas de croissance fongique sur plus de8% de la surface de la boite / strie

bactérienne.
Les tests d'inhibition ont été faits en double (Magnusson et Schnurer ,2001).

1.4.1.2. Méthode de confrontation
Cette méthode permet d’évaluer 1’activité antifongique des bactéries lactique sur la

croissance mycélienne des souches fongiques.

Les souches lactiques ont été ensemencées jusqu'a couvrant la moitié de la surface de la

gélose MRS et incubées dans des conditions optimales a 30 ° C pendant 48 h.

Un disque mycélien d’” A.fumigatus a été déposé au centre de la surface libre de la gélose
MRS , les boites ont été incubées en aérobie a 25 ° C pendant 5 jours. La boite de Pétri
avec croissance fongique sans inoculation bactérienne a servi de témoin (Gerbaldo et

al.,2012) .

L’inhibition de la croissance fongique a été déterminée a la fin de I’incubation selon
I’équation suivante :

Le pourcentage d'inhibition = (1 - (%)) x100
Ou:
a = la croissance radiale de la colonie fongique sur le milieu avec bactérie lactique.
b = la croissance radial de la colonie fongique sur le milieu sans bactérie lactique.
1.4.2. Test d’inhibition fongique sur milieu liquide
Pour mettre en évidence l'activité antifongique sur milieu liquide, les cultures

bactériennes ont été réalisées dans des flacons stériles de 250 ml contenant 50 ml de

bouillon a extrait de levure et glucose (GYB). Le milieu a été ensuite ensemencé avec 0,1
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ml de la suspension sporale (10° spores/ml) d'Aspergillus fumigatus, 2 ml de culture
bactérienne jeune de chaque souche de bactérie lactiques et avec 2 ml de bouillon MRS

stérile (Gerbaldo et al.,2012) .

Un contrdle négatif contenant le milieu GYB avec la suspension sporale non inoculée

par la culture bactérienne a été réalisé.

Les flacons ont été incubés pendant 5 jours a 25°C. Apres incubation, les cultures ont été
filtrées sur papier filtre, et la biomasse obtenue a été pesée apres séchage (Gerbaldo et

al.,2012) .

Le pourcentage d'inhibition de la croissance a été calculé a 1'aide de la formule suivante :

Le pourcentage d'inhibition (%)=(C-Ci/C;) *100

Ci= le poids de la biomasse fongique sur le milieu liquide sans bactérie lactique.

Ci=le poids de la biomasse fongique sur le milieu liquide avec bactérie lactique.
1.4.3.Détermination de I'activité inhibitrice des surnageants acellulaires des bactéries
lactiques

Les bactéries lactiques ont été cultivées en bouillon MRS a 30°C. Apres Sjours
d’incubation, les cellules ont été centrifugées a 8000 xg pendant 10 min.

Le surnageant acellulaire de chaque bactéries lactiques a été filtré a travers un filtre
Millipore de 0,22 um (Muhialdin et Hassan, 2011)

Des puits de 8 mm de diametre ont été réalisés sur la boite de Pétri contenant 10 ml de la
gélose blanche recouverte de 10 ml de GYA (gélose a 0,7 %) contenant 0,1 ml de
suspension de spores uniques (10° spores/ml) d'Aspergillus fumigatus ; puis 50 ul de
chaque surnageant acellulaire de bactérie lactique ont été distribués dans les puits et laissés
se diffuser dans 1'agar pendant 6 heures a 4°C (Muhialdin et Hassan, 2011)

L'inhibition de la zone a été évaluée autour de chaque puits apres 5 jours d'incubation a

25°C (Muhialdin et Hassan, 2011)
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Figure 09: Schéma du test de I’activité antifongique par la méthode des puits

URL : http://www?2.aclyon.fr/enseigne/biologie/ress/immuno/dif_imm.html

1.4.4. Détermination du spectre antifongique

Les souches lactiques a activité antifongique forte et moyenne ont été testées contre
Aspergillus flavus , Aspergillus niger , Aspergillus Carbonarius, Aspergillus ochraceus,
Aspergillus clavatus , Penicillium italicum , Penicillium digitatum, Fusarium greaminirum
, Cladosporium sp , Alternaria alternata isolées a partir du blé , café et pois-chiche par la
méthode de confrontation et la méthode de double couche pour évaluer spectre

d’inhibition. (Magnusson et Schnurer ,2001 ; Gerbaldo et al.,2012) .

L.4.5. Observation de I’aspect microscopique des souches fongiques inhibées

Les criteres microscopiques ont été considérés pour évaluer les changements

morphologiques des souches fongiques inhibées.

Toutes les cultures fongiques inhibées par les bactéries lactiques révélant des
changements macroscopiques, leurs aspects morphologiques ont été vérifiés.
L'examen microscopique a été effectué en prélevant un mycélium en périphérie de la
colonie inhibée puis le mettre dans une gouttelette de bleu de lactophénol a 0,1 %, les

préparations ont été examinées par microscopie optique.



Partie expérimentale Matéuiels et méthodes |

L.4.6. Facteurs influencant I’activité antifongique

1.4.6.1. Activité antifongique a différente température d’incubation

Cingq isolats lactiques produisant des molécules antifongiques ont été cultivés a 30 ° C
pendant 48 heures avant d'€tre sous-cultivés dans des aliquotes fraiches de 10 ml de
bouillon MRS. Ceux-ci ont ensuite été incubés pendant 48 h a six températures
différentes : 10°, 21°, 25°, 30°, 37° et 42°C. Les cultures ont été déposées sur gélose MRS
et incubées pendant 72h en anaérobiose a des températures correspondant a leur incubation
antérieure. Les boites ont ensuite été recouvertes d’Aspergillus fumigatus (10° spores/ml)
dans de la gélose GYA (0,7%), a laquelle du chloramphénicol (Sigma) (10pg /ml) a été
ajouté pour arréter la croissance bactérienne et la production des métabolites antifongiques
. Les boites ont été incubées pendant 5 jours a 30°C, puis examinées pour 1'inhibition de la

croissance fongique ( Rouse et al., 2008).
1.4.6.2. Activité antifongique a différents pH du milieu

Le bouillon MRS a été aliquoté et ajusté a une gamme de valeurs de pH allant de pH 4 a
pH 8 en utilisant du HCI (2N) ou du NaOH (2N). Les cinq isolats de bactéries lactiques ont
chacun été inoculés dans des milieux a chaque intervalle de pH et incubés pendant 48 h a
30°C avant d'étre déposés sur la boite de gélose MRS a pH ajusté correspondante. Les
boites ont été recouvertes de gélose GYA (0,7%) ensemencé d’Aspergillus fumigatus et

contenant du chloramphénicol comme mentionné précédemment (Rouse et al., 2008).
1.4.6. 3. Activité antifongique a différentes source de carbone

Le BSM (bacteriocin screening medium;Tichaczek et al. 1992) a été utilisé pour tester
si différents sucres, en tant que seule source de carbone et d'énergie, auraient un effet sur la
capacité des souches a produire des composés antifongiques. Ce milieu de croissance
contient les mémes ingrédients que le MRS avec un pH fixé a 6.2 et différents sucres
peuvent étre testés. Les souches lactiques productrices d'antifongiques ont été inoculées
dans un bouillon BSM contenant I'un des sucres suivants : glucose, maltose, saccharose,
fructose, lactose, mannitol ou sorbitol. Apres une incubation de 48 h, les quatre cultures
ont été déposées sur de la gélose BSM contenant la source de carbone particuliere dans

laquelle elles avaient précédemment été cultivées. Les boites ont été incubées pendant 72h
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a 30°C en anaérobiose avant d'étre recouvertes d’Aspergillus fumigatus comme mentionné

précédemment (Rouse et al .,2008).

L.5.Caractérisation de I’activité antifongique

Les substances antifongiques produites par les bactéries lactiques ont été caractérisées
en fonction de leur sensibilité aux changements de pH, de chaleur et d’enzyme protéase, et

d’enzyme catalase.

1.5.1. Effet de la neutralisation du pH du surnageant acellulaire

L’effet du pH sur l’activité antifongique a été déterminé en neutralisant le pH du surnageant
acellulaire des isolats lactiques a pH =7 avec 2N NaOH, le bouillon MRS stérile ajusté a la méme
valeur a été utilisé comme témoin (Oliveira et al., 2017)

L’évaluation de [D’activité antifongique a été effectuée en utilisant la méthode des puits.

(Mubhialdin et Hassan, 2011)

L.5.2. Effet du traitement par catalase

Pour éliminer un éventuel effet inhibiteur di au peroxyde d’hydrogene, le surnageant

acellulaire a €té traité avec de la catalase.

Une solution mere (1mg/ml) de catalase a été préparé dans un tampon Phosphate de
Potassium 50mM pH 7, ensuite les aliquotes du surnageant acellulaire ont été incubées
(1:1 v/v) avec des solutions enzymatiques et leurs témoin a 37°C pendant 2 h dans des
conditions aérobies (Oliveira et al., 2017). Aprés ces traitements, I’évaluation de 1’activité

antifongique a été effectuée en utilisant la méthode des puits. (Muhialdin et Hassan, 2011)

1.5.3. Effet du traitement par protéase

La sensibilité des substances antifongiques envers les enzymes protéolytiques a été
testée, une solution mere (1 mg / ml) de pepsine a été préparée dans un tampon de glycine
50 mM ajouté a 20mM  de Ca Cl> (pH 2). La protéase a été ajoutée a la concentration
finale de 0,1 mg/ml avant I’incubation pendant 1 h a 37 °C ( Hadji-sfaxi et al .,
2011)L’évaluation de I’activité antifongique de ce surnageant traité a été effectuée en

utilisant la méthode des puits (Muhialdin et Hassan, 2011)
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1.5.4. Effet du traitement thermique

Le surnageant acellulaire des six isolats produisant des molécules antifongiques a été soumis a
un traitement thermique a 80°C pendant 1h dans un bain-marie et a 121°C pendant 15 min dans
un autoclave. Les échantillons ont ensuite été laissés refroidir a température ambiante avant d'étre
testés.( Hadji-sfaxi et al ., 2011) L’évaluation de I’activité antifongique de ce surnageant traité a

été effectuée en utilisant la méthode des puits. (Muhialdin et Hassan, 2011)

I.6. Evaluation in situ de D’activité antifongique des surnageants acellulaires des

bactéries lactiques

Les surnageants acellulaires des souches ont été testées pour leurs activités
antifongiques sur la surface des grains de blé tendre, café vert et pois-chiche comme décrit

par Mehl et Cotty (2013).

5 g de grains de blé tendre, de café vert et de pois-chiche ont été autoclavés deux fois
dans des flacons puis co-inoculés avec 500 uL de 10° spores/mL d’especes Aspergillus
fumigatus , Aspergillus flavus, Aspergillus ochraceus et Penicillium digitatum et avec 500
ulde surnageant obtenu a partir des isolats lactiques. Les flacons ont été doucement agités
pour bien infecter les grains de blé, de café vert et de pois-chiche par les spores et
surnageant, 1”’incubation a été faite a 30 ° C pendant 7 jours. Apres l'incubation la

croissance fongique a été évaluée.

1.6.Analyses statistiques
Les analyses statistiques ont été réalisées en deux étapes complémentaires :

- Analyses descriptives pour le calcul des moyennes, des écarts- types, des maxima
et des minima des parametres étudiés.

- Ultérieurement, la comparaison des moyennes des parametres
physicochimiques et mycologiques entre grains de blé local et importé, entrepois-
chiche local et importé et entre café vert arabica et robusta été réalisées par le test
T. de Student.

- la comparaison des moyennes des parametres microbiologiques et

physicochimiques du lait de chamelle a été réalisée par le test Anova.
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La structure de ce chapitre résultats et discussions sera basée sur quatre parties.

* La premiere partie des résultats présentera 1’isolement et I’identification des
souches de champignons filamenteux a partir des échantillons prélevés et
toutes les informations sur le pouvoir mycotoxinogene des souches cultivées,

e La deuxiecme présente les caractéristiques physicochimiques et
microbiologiques du lait de chamelle

e La troisiecme montre les résultats de I’isolement et la caractérisation des
bactéries lactiques isolées a partir du lait de chamelle

e La quatrieme détaille les résultats de 1’activité antifongique des bactéries
lactiques contre la croissance des isolats fongiques isolés du blé tendre, café
vert et pois-chiche

I1.1. Résultats de I’analyse des denrées alimentaires stockées
I1.1.1. Résultats des mesures du pH et d’humidité
I1.1.1.1 Mesure de pH

Les résultats de mesure de pH des différents échantillons analysés sont présentés sur la
figure 10 qui indique que tous les échantillons ont un pH proche a la neutralité.

Le café arabica a une valeur moyenne de pH égale a 6,79+0,12 qui est significativement
supérieure a celle du café robusta qui égale 6,07+0,09 .

Les résultats de mesure de pH obtenus pour les échantillons du café vert arabica sont
supérieurs a ceux cités par Ramalakshmi et al.(2007) qui varient de 5,77 jusqu’a 6,10. Par
contre les valeurs de pH du café vert robusta se rapprochent a celles citées par le méme
auteur.

Les valeurs moyennes du pH des différents échantillons du blé tendre, sont légerement
acides avec des valeurs moyennes 6,36+0,14 pour le blé tendre importé et 6,78+0,08 pour le
blé tendre local. Cette différence entre les deux valeurs moyennes est significative (p<0.05).

La valeur moyenne du pH du blé local obtenue se rapproche a celle obtenue par Gacem et
al.(2011) soit 6,60 , par contre Boulal et al.(2011) ont cité des valeurs légerement inférieurs
qui varient de ( 6,42-6,41). D’une autre part la valeur moyenne de pH du blé tendre importé

est Iégerement inférieure a celle cité par Gacem et al.(2011) soit de 6,71.
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Figure 10: valeurs moyennes de pH des différents échantillons analysés.

La valeur moyenne du pH du pois-chiche local est égale a 6,60+0,16 et celle du pois-

chiche importé est égal a 6,48+0,06 .Cette différence est significative avec (P<0.05).

En général, le pH des produits céréaliers est proche de la neutralité. Cela peut étre di a
I’effet tampon exercé par les protéines.

Selon Duron, les champignons peuvent se développer a des pH compris entre 3 et 8 avec un
optimum de croissance compris entre 5 et 6, donc les échantillons de la présente étude

constituent un milieu favorable pour le développement des champignons.
I1.1.1.2 Mesure de taux d’humidité

Le taux d’humidité est un parametre d’une tres grande importance qui conditionne le
démarrage des manifestations microbiologiques. 1l explique les différents comportements
grains - microflores, il reflete les conditions de stockage et nous permet de connaitre, la

quantité d’eau présente dans I’échantillon.

Les résultats d’analyses concernant I’humidité illustrés sur la figure 11 révelent que le café
vert robusta possede une valeur moyenne d’humidité égale a 10,50+0,22% , alors que le café
vert arabica a une humidité moyenne égale a 8,98+0,53 % . La différence entre les deux
échantillons est significative (p<0.05).

Ces valeurs sont inférieures a la norme algérienne fixée de 12,5%.
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Figure 11: Résultats du taux d’humidité des différents échantillons analysés.

Le résultat obtenu concernant le café vert robusta se rapproche a celui cité par Nemlinet
al. (2009)(10,97 £ 0,62% ) en cote d’ivoire par contre Ramalakshmi et al.(2007) ont cité des
valeurs plus inferieures comprises entre 6,51% et 7,04%.

Le taux d’humidité est un parametre important a contrdler dans le café vert car il gouverne
les réactions de fermentation et de développement de moisissures durant le stockage et le
transport des grains, qui peuvent entrainer le développement d’ardmes indésirables ou la

formation de mycotoxines, et donc altérer la qualité du café (Reh et al., 2006).

Le blé local a une humidité moyenne qui égale 10,43+0,17%, tandis que le blé¢ importé a
valeur moyenne d’humidité égale a 12,51+0,16%. Cette différence entre les deux échantillons
est significative ( p<0,05).

Ces valeurs sont inférieures a la norme algérienne fixée a 15,5%

Les valeurs obtenues concernant le blé local se rapprochent a celles rapportées par Gacem et
al .(2011) soit 10,23%, cependant Boulal et al .(2011) ont rapporté des valeurs plus faibles
(comprises entre 6,12% et 7,12%),d une autre part Lanouari et al .(2015) ont cité une valeur

moyenne plus élevée égale a (14,60 + 0,04%) dans le blé tendre Marocain .
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La valeur moyenne d’humidité de blé¢ importé obtenue est élevée a celle rapportée par Gacem
et al .(2011)soit 11,57% .

D’une autre part le pois-chiche local a une valeur moyenne d’humidité égale a
10,65+£0,20%, tandis que le pois-chiche importé a une valeur moyenne d’humidité égale a
11,47+0,24%. Cette différence est significative (p<0,05).

Les valeurs moyennes obtenues sont inférieures a la norme algérienne fixée a 15,5%.
Ces valeurs obtenues sont supérieures a celles rapportées par Tripathi et al .(2018) soit

(8,14%- 9,50%).

Le taux d’humidité élevé enregistré pour le blé tendre importé et le pois-chiche importé
peut étre dii au transport maritime des céréales et légumineuse d'importations et les

conditions climatiques des pays d’exportation.

Les teneurs en humidité obtenus dans la présente étude permettent de classer nos
échantillons dans la catégorie des produits peu hydratés ; avantage qui n'exclut pas leur

contamination par une flore fongique xérotolérante prépondérante.

I1.1.2. Résultats de ’analyse mycologique

I1.1.2.1.Résultats de dénombrement de la flore fongique par la méthode de dilution

Les résultats illustrés sur la figure 12 indiquent des différences dans les taux de
contamination selon les especes de graine.

Le blé tendre importé et le blé tendre local possedent la plus grande charge de point de vue
quantitative et qualitative avec des taux de contaminations correspondant a 37,43x10? et 27,2
x10? UFC/g respectivement. Ensuite le pois-chiche importé et local avec une charge fongique
égale a 25,16x10%> UFC/g et 22,11x10?> UFC/g respectivement et aprés le café vert robusta
avec un taux de contamination égal a 16,91 x10? UFC/g ; le café arabica est le moins

contaminé avec une charge fongique égale a 13,12x10°UFC/g.
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Figure 12: taux de la microflore fongique totale présente dans les différents échantillons

Les résultats du taux de contamination du blé restent inférieurs a ceux rapportés par
Riba et al. (2010) qui ont cité des taux de contamination fongique inferieurs pour le blé
stocké qui varient de 275 UFC/g jusqu’a 1277 UFC/g. Cependant Gacem et al.(2011) ont
rapporté une valeur supérieure 2 savoir (45,46x10> UFC/g).

D’une autre part les résultats du taux de contamination du café vert arabica et robusta
sont en accord avec les résultats rapportés par Viegas et al.(2017) qui ont cité (1215 UFC/g et
1170 UFC/g) pour le café robusta et arabica respectivement , alors que Noonim et al.(2008)
ont cité des valeurs supérieures pour le café vert arabica et robusta du Thailand a savoir (2,5x
10% et 1,8x 10° UFC/g) , tandis que Nogaim et al.(2013) ont rapporté un taux inférieur égal a
6,17x10 UFC/g.

La différence de contamination fongique observée entre les deux variétés de blé tendre , du
pois-chiche et entre le café arabica et robusta est significativement différente avec p<0.05,
cette différence peut étre expliquée par la durée de stockage , 1’origine des grains , la
composition biochimique des grains et méme les parametres régulant la croissance fongique
, on cite principalement la charge initiale en microflore, la présence de grains brisés, le taux

d’humidité relative élevé, le pH et la température de stockage des grains.

La flore fongique présente dans nos échantillon dépend de nombreux facteurs, tels que le
climat, la sensibilité des grains, la manipulation post-récolte, l'infestation par les ravageurs, le
séchage, le stockage, etc. Cependant, les pratiques culturales telles que la lutte contre les
maladies et les ravageurs et les bonnes pratiques agricoles avant et apres récolte jouent

également un role déterminant dans la contamination.
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I1.1.2.2.Résultat de dénombrement de la flore fongique par la méthode directe

Les résultats de dénombrement de la flore fongique interne par la méthode directe sont
illustrés dans la figure 13 qui montre que la contamination fongique globale des grains apres
désinfection était de 70,58% pour le café robusta et 18 ,41% pour le café arabica, 31,16% et
25,66%,pour le blé importé et local respectivement 33,08% et 24,75% pour le pois-chiche
importé et local .

Toutes les différences trouvées entre le café robusta et arabica , le blé local et importé , le
pois-chiche local et importé sont significatives avec p<0.05.

Nos résultats des taux de contamination fongique apres désinfection des grains se different
a ceux rapportés par plusieurs auteurs : Nogaim et al .(2013) et Alvindia et Guzman(2016 )
ont annoncé des pourcentages de contamination supérieurs dans les graines du café arabica
et robusta ,Javaid et Khan (2019) ont rapporté des valeurs inferieurs du taux de
contamination des pois-chiche qui varient entre 4- 18%, Jedidi et al.(2018) ont cité un
pourcentage de contamination fongique des grains de blé stockés inferieur correspond a

25.38+5.01%
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Figure 13 : Taux de contamination fongique interne dans les différents échantillons

Selon Tucker et Talbot ( 2001) la flore fongique interne des grains stockés provient
d’une infection fongique qui commence par 1’adhésion des conidies a la surface du grain ,

ceci est suivi par I’émergence du tube germinal et le développement d’un réseau hyphale qui
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dégrade les barriere protectrice externe des grains par une activité des lipases et xylanases,
ce qui donne un acces a endosperme des grains qui est une source des nutriments . La
pénétration des hyphes jusqu'a ’endosperme des grains active la production des enzymes
hydraulytiques par le champignon provoquant la dégradation de I’amidon , des protéines et
des polysaccharide ce qui conduit a la perte de la qualité nutritive et aux parametres de la

qualité technologiques des grains (Schmidt et al.,2016)
11.1.2.3. Résultat de dénombrement des souches identifiées

L’utilisation du milieu DG18 a permis de révéler une diversité des souches fongiques
chez les différents échantillons.

Les échantillons du blé tendre importé s’est révélés contaminés par différents genres de
moisissures la figure 14 montre que Penicillium qui est le plus dominant avec un pourcentage
égal a 47%. Le genre Aspergillus (représenté par trois especes A. flavus, A. niger et A.
Jfumigatus) contamine cet échantillon avec un pourcentage correspondant a 37%. Les genres
Fusarium et Alternaria contaminent 1’échantillon avec des pourcentages équivalants a 5% et
1%.

Presque les mémes genres se sont révélés contaminants de I’échantillon de blé local dont le
genre Aspergillus est le plus dominant 62% (figure 14) qui était représenté par cinq especes :
A. fumigatus, A.niger, A. flavus , A.ustus et A.parasiticus . Le genre Penicillium contamine cet
échantillon avec 26%. Les genres Cladosporium , Alternaria et Fusarium contaminent
I’échantillon du blé local avec des fréquences d’apparition correspondant a 9%, 2% et 1%
respectivement

Du point de vue diversité des souches isolées, les mémes genres ont été retrouvés dans les
deux échantillons avec des proportions différentes. Les genres les plus dominants sont les
Aspergillus et les Penicillium, ces deux genres proliferent principalement pendant le stockage
sur des substrats dont I’humidité est assez basse (Pitt et Miscamble,1995).

Le taux de Penicillium est souvent €élevé, probablement reflétant la croissance pendant la
période de séchage

Selon Riba et al.(2008) le manque de ventillation couplé a une température élevée favorise
la croissance des champignons dits xérotolérants , comme les Aspergillus et Penicillium

Ces résultats se concordent avec les travaux de Tahani et Elamrani (2008) ; Gacem et al.

(2011),qui avaient rapporté la dominance des souches appartenant a ces deux genres
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Les genres Cladosporium, Alternaria, Ulocladium et Fusarium sont révélés sur les deux
variétés de blé tendre appartiennent a la flore du champ et la flore intermédiaire. Pour le

Rhizopus, 1l était est difficile de dénombrer ce genre a cause de son aspect cultural.

blé tendre local blé tendre importé

5% 1
4% N
29%
11%
47%
1 16%
26%

® Pénicillium
Aspergillus fumigatus
Aspergillus niger
Aspergillus flavus
Aspergillus ustus
Aspergillus parasiticus

= Alternaria
Cladosporium

Fusarium

Figure 14 : Pourcentage des souches fongiques identifiées dans le blé tendre local et importé

Les résultats de biodiversité pour le café vert présentés sur la figure 15 ont montré une
nette dominance du genre Aspergillus dans le café vert arabica et le café vert robusta avec un
pourcentage égal a 95,43% et 73% respectivement qui était représenté par A. niger
I’espece la plus abondante et par A. ochraceus ,A.flavus, A.parasiticus, A.carbonarius, A.

Sfumigatus

Aspergillus niger

Aspergillus ochraceus C )fe RObUSt a 3,36%
C . » .~ £2 .
Aspergillus fumigatus 1,68% (afe arabica

3,36% ~ 1,68%

Aspergillus flavus 3'36%
Aspergillus ustus

® Aspergillus carbonarus

W Pénicillium digitatum

® Pénicillium sp

W Alternaria
fusarium
clodosporium

W Aspergillus rosobium

» Aspergillus sp

® Ulocladium

Figure 15 : Pourcentage des souches fongiques identifiées contaminants le café vert
Le genre Penicillium est relativement faible dans le café vert arabica par rapport au café

robusta avec un pourcentage égal a 3,36% et 11% respectivement, le genre Penicillium était

représenté par P. digitatum.
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Les genre Fusarium ,Ulocladium , Cladosporium ont été retrouvé sur la variété du café
vert avec une tres faible fréquence d’apparition correspondant a 5 et 10%.

La microflore diversifiée présente dans les grains du café vert se classe en trois catégorie :
mycoflore pathogene, mycoflore intermédiaire et mycoflore de stockage.
La flore fongique mise en évidence dans nos différents échantillons analysés est comparable a
celle identifiées sur les grains de café depuis des années par plusieurs chercheurs notamment (
Silva et al.,2000 ; Urbano et al., 2001 ; Noomin et al., 2008 ;Nogaim et al., 2013) en plus
ils ont reporté que les Aspergillus noir sont des contaminants dominants dans 1’échantillon du
café vert Tailladai surtout [’Aspergillus niger qui est connu pour étre largement distribué dans
I'environnement (Pitt et Hocking, 1998). Par contre Taniwaki et al. (2003)ct Batista et
al.(2003) ont reporté que 1’ Aspergillus ochraceus était I’espece la plus dominante dans le
café vert Brésilien.

Des études sur la mycologie des grains de café ont montré que les principaux genres

fongiques (Aspergillus, Penicillium et Fusarium) sont des contaminants naturels du café et

sont présents dans les champs et a I'entreposage.

Les résultats de biodiversité fongique pour le pois-chiche sont donnés sur la figure 16 qui
montré que le genre dominant dans tous les échantillons des pois-chiche est I’Aspergillus qui
est représenté par A. flavus (50% et 48%) A. niger (30% et 37%), A. fumigatus. Le genre
Penicillium est présent mais avec une faible fréquence par rapport au genre Aspergillus
(10%), les genres Fusarium, Alternaria , Trichoderma ont été présents dans la flore fongique
contaminants mais avec un tres faible pourcentage qui correspond a (3 %, 2 % et 1%)

respectivement.

pois chiche local pois chiche importé

3% 2%
Aspergillus flavus 10% 10%
Aspergillus niger
Aspergillus fumigatus 5%
® Pénicillium sp i
Trichoderma sp . \ S0% 48%

® Alternaria sp

® Pénicillium itolicum

Fusarium

Figure 16 : Pourcentage des souches fongiques identifiées contaminants le pois-chiche
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Ces résultats sont en accord avec plusieurs études mycologiques faites sur le pois-chiche qui
ont rapporté qu’il est contaminé par la flore du stockage en particulier I’A. flavus qui a été
I’espece la plus dominante dans tous les échantillons analysés du pois-chiche Pakistanai
JIndien , Libien, Saoudien (Singh et Ahmad, 1989 ;Alwakeel et Nasser, 2001 ;Youcef et al,
2008 ; Mushtaq et al .,2015). Par contre dans le pois-chiches Australien, Sarantinos et al.
(1996) ont trouvé que les champignons dominants étaient Stemphylium botryosum et Botrytis

cinerea, suivi d'A.flavus, Alternaria alternata, Eurotium chevalieri et E. amstelodami.

Il a été montré que la contamination fongique des graines de pois-chiche au moment de la
récolte était tres élevée. Au fur et 2 mesure que les graines étaient conservées, un changement
dans le spectre de la population fongique a été observé : les especes Alternaria,
Cladosporium, Botrytis et Fusarium, qui sont portées dans les graines du champ disparaissent
progressivement et ont été remplacées par A. flavus, A. terreus, A. nidulans , Penicillium,

Absidia, Chaetomium et Rhizopus.

Selon Ramirez et al.(2018 )Les champignons les plus répandus dans les pois-chiches
dans le monde sont les especes appartenant a Aspergillus, Fusarium, Penicillium, Alternaria
spp et Rhizopus .Ces genres fongiques sont présents sur le sol, leur présence est favorisée par
les dommages mécaniques produits lors de la récolte, un transport inadéquat, des problemes
lors de la transformation, etc. Ils constituent des contaminants importants, en raison de la
richesse nutritionnelle de la graine de pois-chiche et de la texture du tégument qui peut causer

une détérioration de la graine pendant le stockage. (Ahmed et Singh , 1991)

La flore fongique totale des différents échantillons est constituée essentiellement de
moisissures filamenteuses, trés sporulantes, dotées d’un grand pouvoir de dissémination dont
les genres Aspergillus et Penicillium sont les plus rencontrés .Ce sont des contaminants des
denrées alimentaires maltraitées mais surtout mal conservées, ils sont considérés comme
contaminants de stockage (Multon, 1982 ; Berthieret Valla, 1998). Ces deux genres
proliférent principalement pendant le stockage sur des substrats dont 1’humidité est assez

basse (10 a 15%) (Pitt et Miscamble, 1995).

Dans I’ensemble, le taux de contamination élevé, ainsi que la biodiversité assez importante
constatés dans les différentes variétés peuvent étre expliqués probablement par la qualité, la

durée et les conditions de stockage.
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I1.1.2.4. Caractéristiques phénotypiques des principaux genres de moisissures

L’identification des champignons filamenteux est essentiellement basée d’une part sur la
description des caracteres morphologiques de la colonie obtenue sur le milieu PDA et d’autre
part, sur la description des caractéristiques microscopiques : le mycélium septé ou non septé,
la forme des différentes structures de reproduction asexuée, la taille, la forme et la couleur des

conidies.

Les principaux genres isolés ont été Penicillium, Aspergillus, Alternaria, Fusarium ,

Cladosporium et RhizoMucor,

I1.1.2.4.1. Caractéristiques phénotypiques des Penicillium

Les souches de Penicillium isolées ont un thalle poudreux allant du bleu au vert, du jaune au
bleu. Les structures de reproduction asexuée des Penicillium se présentent sous forme de
pinceau, parfois ,monoverticilé ,biverticillé, triverticillé. Le mycélium porte des
conidiophores lisses ou granulés long simple ou ramifiés terminés par des métules portant des
phialides qui donnent naissance a des conidies globuleuses , la figure 17 illustre 1’aspect

macroscopique et microscopique des différentes especes appartenant au genre Penicillium

Figure 17 : Photo de structure macroscopique et microscopique des Penicillium

(agrandissement des photo microscopique A,C,D : 400x et B :1000x)
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I1.1.2.4.2. Caractéristiques phénotypiques des Aspergillus

Dans ce chapitre nous présentons les Aspergillus isolés au cours de nos travaux. La principale
caractéristique microscopique permettant d’identifier les Aspergillus est la vésicule

globuleuse ou claviforme qui peut étre unisériée ou bisériée.

La figure 18 illustre 1’aspect macroscopique et microscopique des différentes especes

appartenant au genre Aspergillus

- Les colonies de I’Aspergillus( A) sont jaunes et poudreuses sur I’ensemble du thalle.
Au microscope optique les tétes conidiennes de cette souche sont bisériées
globuleuses, le conidiophore est rugueux, jusqu'a Imm de long, pigmenté en jaune ou
brun clair. La vésicule est globuleuse. Les phialides sont formées sur des métules. Les
conidies sont globuleuses, finement rugueuses,

- Les colonies I’Aspergillus( B) sont formées par un mycélium compact blanc a jaunatre
recouvert par une couche dense de conidiophores noirs (parfois bruns), a bordure
blanche. Revers incolore. Au microscope optique les té€tes conidiennes sont d’une
couleur brun foncé a noir, radiées a 1'état jeune , puis se séparant en colonnes plus ou
moins bien définies a maturité, le conidiophore est lisse, de 1,5 a 3 mm de long,
hyalin et brunatre dans sa moitié supérieure. La vésicule globuleuse supporte deux
séries de stérigmates sur toute sa surface. Les phialides formées sur des métules
généralement brunes fréquemment septées. Les conidies sont brunes globuleuses et

ornementées
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Figure 18 : Photo de structure macroscopique et microscopique des

Aspergillus(agrandissement des photo microscopique A,C,D : 400x et B :1000x)

Les colonies d’Aspergillus(D) : sont bleu-vert a vert-gris, veloutées, a bordure
blanche. Revers incolore, ou jaune a gris-vert pale.
Au microscope optique cette souche possede des tétes conidiennes bleu vert a gris
bleuté, en longues colonnes compactes. Le conidiophore est court et lisse, y est teinté
de vert dans sa partie supérieure. La vésicule d'aspect spatulé (faible élargissement du
conidiophore pour former une vésicule), supporte une seule série de stérigmates. Les
phialides sont vertes et densément groupées sur la moitié supérieure de la vésicule.
Les conidies sont globuleuses a subglobuleuses, finement rugueuses (échinulées),

Les colonies d’Aspergillus ( E) sont vert- pistach, au microscope optique cet
Aspergillus présente des tétes conidiennes exclusivement unisériées, radiées, d’un vert
plus foncé avec des conidiophores plus courts et des conidies globuleuse tres

verruqueuses,



Partie expérimentale Résultats et discussions

- Les colonies d’Aspergillus (F), sont granuleuses, d’une couleur vert jaune a vert-olive,
floconneuses , plus denses vers le centre, lache en périphérie. Au microscope les tétes
conidiennes sont bisériées, de couleur vert jaune a vert olive, radiées, les
conidiophores sont nettement rugueux, incolores. La vésicule est globuleuse ou
subglobuleuse bisériée. Les phialides sont verdatres, formées le plus souvent sur des
métules, groupées sur les trois quarts supérieurs de la surface de la vésicule. Les
conidies sont subsphériques a ellipsoidales, d’une couleur vert pale et sont
légerement rugueuses.

- Les colonies d’Aspergillus ( H) sont plus au moins cotonneuses , d’une couleur brun —
noir a revers incolore. Au microscope cette souche a des tétes conidiennes bisériées,
radiées a subcylindriques. Les conidiophores sont sinueux, septés. La vésicule est

hémisphérique, les métules sont verruqueuses.

I1.1.2.4.3. Caractéristiques phénotypiques du Fusarium

L’aspect macroscopique et microsopique de ce genre est présenté dans la figure 19 qui
montre que les colonies de cette souche sont flocconeuses, ont mycélium peu dense blanc au
départ, puis il devient rose pale, Le revers est rouge a pourpre avec une texture fine ,I’étude
microscopique effectuée sur cette souche, a montré que cette espece étudiée possede des
macroconidies fusiformes, courbées, Les microconidies sont absentes. La cellule terminale est

longue et pointue. Cette souche dispose d’un filament septé .

Figure 19: Aspect morphologique et microscopique de la souche Fusarium

(agrandissement de la photo microscopique est 400x )

87
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I1.1.2.4.4. Caractéristiques phénotypiques d’Alternaria

L’aspect macroscopique et microsopique du genre Alternaria est présenté dans la figure 20
qui montre que les colonies apparaissent avec un centre noir puis dégradé de vert foncé a

clair entouré de mycélium blanc et fin et ont une texture épaisse, revers de boite noir.

Au microscope ce genre possede un mycélium cloisonné portant de nombreux
conidiophores noir foncés septés qui se terminent par une chaine simple de conidies de

couleur brune, cloisonnées longitudinalement et transversalement

Figure 20 :Photo de structure macroscopique et microscopique d’Alternaria

(agrandissement de la photo microscopique est :1000x)

I1.1.2.4.5. Caractéristiques phénotypiques du Cladosporium

L’aspect macroscopique et microsopique du genre Cladosporium est présenté dans la figure
21 qui montre que les colonies de ce genre sont veloutées, vert-olive a brun-olive, avec un
revers noir a reflets verts . Microscopiquement , les conidiophores sont d’une couleur brune a
paroi lisse présentant parfois des renflements, ils naissent en position latérale sur I'hyphe ,
les conidies sont en longues chaines acropétales. ellipsoide a cylindrique, arrondies aux

extrémités, jaune-brunes, plus ou moins verruqueuses, possedent une cicatrice d'insertion

bien marquée.
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Figure 21 :Photo de structure macroscopique et microscopique de Cladosporium

(agrandissement de la photo microscopique est :1000x)

I1.1.2.4.6. Caractéristiques phénotypiques d’ Ulocladium :

L’aspect macroscopique et microsopique du genre Ulocladium est présenté dans la figure 22
qui montre que les colonies de ce genre sont denses, d’une couleur vert olive foncée, le revers
est noir . L’observation microscopique de ce genre montre qu’elle se caractérise par un
mycélium septé brun portant de nombreux conidiophores lisses ,droits peu ramifiés portant
des renflements foncés correspondant au point d'attache a des conidies. Les conidies sont
ovoides a ellipsoidales possedant 1 a 3 cloisons transversales et plusieurs cloisons

longitudinales les conidies sont insérées sur le conidiophore par leur extrémité la plus étroite.

Figure 22: Photo de structure macroscopique et microscopique d’ Ulocladium

(agrandissement de la photo microscopique est :1000x)

I1.1.2.4.7. Caractéristiques phénotypiques de Rhizomucor

L’aspect macroscopique et microsopique du genre Alternaria est présenté dans la figure 23

qui montre que toutes les souches de Rhizomucor qui ont été isolées lors de cette étude
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semblent appartenir a la méme espece. Les Rhizomucor donnent des colonies tres

envahissantes a la surface des milieux gélosés.

Figure 23 : Photo de structure macroscopique et microscopique de Rhizomucor

(agrandissement de la photo microscopique est :400x)

Leurs caractéristiques morphologiques macroscopiques se présentent comme suit : le thalle
est blanc, filamenteux et aérien ; les spores sont rondes, lisses, et noires Au niveau
microscopique les spores appelées sporangiospores sont enfermées dans des structures dites

Sporangium.

I1.1.2.5. Résultats d’identification des especes fongiques

Suivant la méthode de single spore et en se référant aux clefs d’identification de Pitt (2020)
et Ramirez (1982) ; les especes d’Aspergillus et de Penicillium, Fusarium, Alternaria ont été
identifiées suivant la détermination des éspeces qui a été faite apres la lecture des diametres,
I’observation de la couleur des myceliums et des métabolites produites .

Aspergillus ochraceus
L’aspect macroscopique d’Aspergillus ochraceus donné dans la figure 24 montre que :

- Les colonies sur CYA sont de 37 mm de diametre , plates 1égerement flocconeuses
de couleur jaune doré , présentent un mycélium blanc; avec des sclérotes blancs , le
revers est de couleur orange grisitre au brun. Pas de croissance a 5 °C. A 37 °C, les
colonies atteignent jusqu’a 30 mm de diametre.

- Les colonies sur MEA sont de 37 mm de diametre , plates , similaires a celles sur
CY A mais peu denses; avec un revers brun .

- Les colonies sur G25N sont de 20 mm de diametre , peu denses et flocconeuses,

colorées comme sur CYA; avec un revers jaune pale .
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Figure 24 : Aspect culturaux et microscopiques de I’espece Aspergillus ochraceus

(A : milieu CYA ,B :milieu MEA ,C :milieu MEA, D : agrandissement de la photo microscopique est :1000 x)
Aspergillus niger
L’aspect macroscopique d’Aspergillus niger donné dans la figure 25 montre que :

- Les colonies de cette espece sur CYA ont de 60 mm de diametre , recouvrant toute
la boite de Pétri, granuleuses, de mycélium blanc bas, généralement souterrain,
surmonté d’une couche de tétes conidiales étroitement emballées, brun foncé a noires,
d’environ 2-3 mm de haut; revers généralement péle. Pas de croissance 4 5 °C. A 37
°C, les colonies sont de 60 mm de diametre , couvrant 1’espace disponible, similaires
acelles de CYA a 25 °C.

- Les colonies sur MEA atteignent 30 mm de diametre , elles sont plus petites que
celles sur CYA et peu denses .

- Les colonies sur G25N sont de 30 mm de diametre, granuleuses, avec un mycélium

jaune pale, visibles aux marges, le revers est pale.

Figure 25: Aspect culturaux et microscopiques de I’espece Aspergillus niger

(agrandissement de la photo microscopique est :400x)

Aspergillus candidus
L’aspect macroscopique d’Aspergillus candidus donné dans la figure 26 montre que :
- Les colonies de cette espece sur CYA ont de 20 mm de diametre, denses,elles

presentent une texture de surface granuleuse a flocconeuse de couleur blanche , le
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mycélium est blanc, le revers est de couleur orange péale . Pas de croissance a 5 °C et a
37 °C.

- Les colonies sur MEA sont de 15 mm de diameétre , sesmblables a celles sur CYA sauf
que le leur couleur est brune claire avec un revers brun terne .

- Les colonies sur G25N sont de 10 mm de diametre , semblables a celles sur CYA

peu denses , le revers est jaune.

Figure 26 : Aspect culturaux et microscopiques de 1’espece Aspergillus candidus

(A : milieu MEA ,B :milieu CYA ,C : agrandissement de la photo microscopique est :400 x)

Aspergillus fumigatus
L’aspect macroscopique d’Aspergillus fumigatus donné dans la figure 27 montre que :

- Les colonies de cette espece sur milieu CYA sont de 37 mm de diametre, denses et
veloutées présentant un mycélium discret, blanc; les tétes conidiales sont portées en
une couche continue et densément tassée, de couleur beige. Pas de croissance a 5 °C.
A 37 °C, des colonies couvrant la surface disponible, d’apparence similaire a celles de
milieu CYA a 25 °C, mais avec des colonnes conidiales plus longues et des conidies
plus foncées, gris verdatre a gris pur.

- Les colonies sur MEA sont de 33 mm de diameétre , similaires a celles sur milieu
CY A mais moins denses et avec des conidies de couleur plus foncée

les colonies sur G25N sont de moins de 10 mm de diametre, de mycélium blanc.

Figure 27: aspect culturaux et microscopiques de 1’espece Aspergillus fumigatus

(A : milieu G25N ,B :milieu MEA ,C :milieu CYA, D : agrandissement de la photo microscopique est :400 x)
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Aspergillus parasiticus

L’aspect macroscopique d’Aspergillus parasiticus donné dans la figure 28 montre que :

Les colonies de cette espece sur milieu CYA sont de 60 mm de diametre , plates, et
de texture dense et velouté de couleur vert foncé; le mycélium est discret, blanc .Pas
de croissance a 5 °C. A 37 °C, colonies couvrant la surface disponible, semblables a
celles de CYA a 25 °C, ou avec des conidies vert foncé
les colonies sur milieu MEA sont de 50 mm de diametre , similaires a celles sur
CYA mais moins denses et avec un revers non coloré.

Les Colonies sur milieu G25N sont de 30 mm de diametre, plates, basses et veloutées,

généralement  similaires a celles sur CYA; revers non  coloré.

Figure 28: Aspects culturaux et microscopiques de I’espece Aspergillus parasiticus

( A : milieu MEA ,B :milieu CYA ,C :milieu G25, D : agrandissement de la photo microscopique est :400 x)

Aspergillus flavus

L’ aspect macroscopique d’Aspergillus flavus donné dans la figure 29 montre que :

Les colonies de cette espece sur milieu CYA sont plates floconneuses au centre et
veloutées au périphérie , atteignant 40mm de diametre et remplissant toute la boite
de Pétri , elles sont de couleur vert jaunatre, présentant un mycélium peu dense, blanc
visible seulement dans la zone floconneuse , produisant des sclérotes blanches . Pas de
croissance a 5 °C. A 37 °C, les colonies sont généralement de 65 mm de diametre,
semblables a celles de CYA a 25 °C, mais plus velouté, avec des sclérotes plus
abondantes.

Sur MEA les colonies sont similaires a celles sur CYA bien que elles sont
généralement moins denses , elles atteignent 41 mm diametre de couleur verte .

Les colonies sur G25N 25-40 mm diam, semblables a celles sur CYA , floconneuses

et avec peu de production conidiale, présente un revers pale a orange .
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Figure 29 : Aspects culturaux et microscopiques de I’espece Aspergillus flavus

(A : milieu CYA ,B :milieu G25N ,C :milieu MEA, D : agrandissement de la photo microscopique est :400 x)

Aspergillus niveus
L’aspect macroscopique d’Aspergillus niveus donné dans la figure 30 montre que :
- Les colonies de cette espece sur milieu CYA sont de 15 mm de diametre , plates
denses et veloutées de couleur blanches avec mycélium blanc, et des sclérotes jaune
vif . Pas de croissance a 5 °C. A 37 °C, les colonies sont généralement de 30 2 45 mm
de diametre, semblables a celles de 'CYA a 25 °C.
- Les colonies sur milieu MEA sont de 25 mm de diametre , plate, similaires a celles
sur milieu CYA mais avec une texture granulaire a floconeuse.
les colonies sur milieu G25N sont de 10 mm de diametre, denses et floconeuses,

blanches.

Figure 30 : Aspects culturaux et microscopiques de 1’espece Aspergillus niveus
(A : milieu CYA ,B :milieu MEA ,C : agrandissement de la photo microscopique est :1000 x)
Aspergillus ustus
L’aspect macroscopique d’Aspergillus ustus donné dans la figure 31 montre que :
- Les colonies de cette espece sur CYA sont de 30 mm de diametre, plates ou
légerement bombées, denses, et floconeuses ;de couleur gris pur a gris brunatre
,présentant un mycélium blanc a grisatre; revers jaune terne a jaune vif provenant de

pigments solubles. Cette espece peut germer A 5 °C. Pas de croissance 4 37 °C.
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- Les colonies sur MEA sont de 33 mm de diametre ,plates, de texture dense et velouté
de couleur grise ; mycélium blanc; le revers est vert pale .

Les colonies sur G25N sont de 14 mm de diametre, denses; revers verdatre .

Figure 31 : Aspect culturaux et microscopiques de 1’espece Aspergillus ustus

(A : milieu G25N ,B :milieu CYA ,C :milieu MEA, D : agrandissement de la photo microscopique est :400 x)

Aspergillus clavatus
L’aspect macroscopique d’Aspergillus clavatus donné dans la figure 32 montre que :

- Les colonies de cette espece sur milieux CYA et MEA sont de 30-45 mm de
diametre, plates et granuleuses, de couleur bleu grisatre , le mycélium de surface est
blanc peu dense surmonté d’amas réguliers de conidiophores facilement visible sous
la loupe atteignant 3 mm de long avec des tétes comme des tétes d’allumettes, Pas de
croissance 2 5 °C. A 37 °C, les colonies sont de 30 mm de diamétre, de mycélium
blanc, avec de petites tétes bleues grises.

Les colonies sur G25N sont de 12 mm de diametre, de mycélium blanc peu dense ,

floconneux et de petits conidiophores dispersés.

Figure 32: Aspect culturaux et microscopiques de I’espece Aspergillus clavatus

(A : milieu CYA ,B :milieu G25N ,C : agrandissement de la photo microscopique est :1000 x)

Aspergillus roseus

L’aspect macroscopique d’Aspergillus roseus donné dans la figure 33 montre que :
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Les colonies de cette espece sur CYA sont de 30 mm de diameétre , plates ,denses et
veloutées de couleur blanche, le mycélium est blanc invisible . Pas de croissance a 5
°C. A 37 °C, les colonies sont généralement de 45 mm de diametre, semblables a
celles du CYA a 25 °C.

Les colonies sur MEA sont de 25 mm de diametre, denses et de texture velouté de
couleur rose , le mycélium est blanc peu dense avec des sclérotes orange .

Les colonies sur milieu G25N sont de 40 mm de diametre, denses et veloutées ,

blanches.

Figure 33 : Aspect culturaux et microscopiques de I’espece Aspergillus roseus

(A : milieu MEA ,B :milieu CYA ,C : agrandissement de la photo microscopique est :1000 x)

Aspergillus carbonarius

L’aspect macroscopique d’Aspergillus carbonarius donné dans la figure 34 montre que :

Les colonies sur CYA sont de 60 mm de diametre, constituées de mycélium blanc
superficiel , surmontées d'une couche de conidiophores; pres des marges les tétes de
conidies sont individuelles visibles a l'ceil nu, couvrant plus ou moins les zones
centrales, noir , revers incolore a jaune péle. Pas de germination a 5 °C

Les colonies sur MEA de 60 mm de diameétre, semblables a celles sur CYA mais
moins denses ; mycélium sous la surface et peu visible ; tétes de conidies
généralement visibles individuellement sur toute la colonie, noir ; revers incolore.

Les colonies sur G25N sont de 25 mm de diametre, de mycélium blanc surmonté de

tétes de conidies noires; revers incolore.
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Figure 34: Aspect culturaux et microscopiques de 1’espece Aspergillus carbonarius

(A : milieu MEA ,B :milieu CYA ,C : agrandissement de la photo microscopique est :1000 x)

Penicillium expansum
L’aspect macroscopique Penicillium expansum donné dans la figure 35 montre que :

- Les colonies de cette espece sur milieu CYA sont de 30 mm de diametre, 1égérement
sillonnées radialement, de texture velouté a floconneuse , de couleur vert foncé ; le
est mycélium blanc ; le revers est pale a brun foncé . A 5 °C, des colonies de 2 mm de
diametre se sont formées. Pas de croissance a 37 °C.

- Les colonies sur MEA, sont de 40 mm de diametre, plates ,veloutées ; 1égerement
plus grise ; le mycélium est entierement souterrain; le revers est brun orangé .

Les colonies sur G25N sont de 17 mm de diametre, bombées et denses, de texture

velouté a granuleuse ; le revers est brun rougeatre.

Figure 35 : Aspect culturaux et microscopique du Penicillium expansum(A : milieu CYA

, B : sur milieu MEA , C: agrandissement de la photo microscopique est :400 x)

Penicillium digitatum
Les colonies sur CYA sont de 55 mm de diametre, plates, de texture velouté , de
couleur vert grisatre a olive; le mycélium est blanc et le revers est pale. germination
a5 °C. Pas de croissance a 37 °C.
Les colonies sur MEA sont 35 mm de diametre , plates, strictement veloutées, de

couleur verdatre; revers pale ou brunétre.
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- Les colonies sur G25N sont de 12 mm de diametre , plates, le revers est pale
Penicillium verrucosum
L’aspect macroscopique Penicillium verrucosum donné dans la figure 36 montre que :
- Les colonies de cette espece sur milieu CYA sont de 15 mm de diametre,
généralement étroitement sulquées, de texture veloutée, de couleur verte ; le mycélium
est blanc; avec une formation conidienne 1égere a modérée,le revers est jaune brun . A
5 °C, formation de microcolonie de 2 mm de diametre Pas de croissance a 37 °C.
- Les colonies sur MEA sont de 15 mm de diametre, bombées, denseset veloutées
flocconeuses au centre , colorées comme sur milieu CYA ; le mycélium est blanc , le
revers est brun terne .
- Les colonies sur G25N sont de 16 mm de diametre , plates , veloutées ; le mycélium

est blanc; le revers est pale a jaune.

Figure 36: Aspects culturaux et microscopiques du Penicillium verrucosum (A : sur milieu CYA

,B : sur milieu MEA ,C :L’agrandissement de la photo microscopique est :1000x)

Penicillium viridicatum :
L’aspect macroscopique Penicillium viridicatum donné dans la figure 37 montre que :

- Les colonies de cette éspece sur CYA sont de 25 mm de diametre, bombées, denses,
veloutées de couleur vert jaune; le mycélium est discret, blanc; exsudat jaune pale, le
revers est brun orangé, A 5 °C, des colonies macroscopiques se sont formées,
généralement de 2 mm de diametre. Pas de croissance a 37 °C.

- Les colonies sur MEA sont de 25 mm de diametre , plates veloutées a granulaires et

centralement floconeuses, de couleurs jaune-vert semblables a celles de CYA; le

mycélium est blanc ;le reversest brun orangé .
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Les colonies sur G25N sont de 18 mm de diametre, finement et radialement

bombées, denses, de texture veloutée ; de couleur bleu gris; le revers est jaune.

Figure 37: Aspects culturaux et microscopiques du Penicillium viridicatum (A : sur milieu MEA
,B : sur milieu G25N ,C :L’agrandissement de la photo microscopique est :1000x)

Penicillium italicum
L’aspect macroscopique Penicillium italicum donné dans la figure 38 montre que :

- Les colonies de cette espece sur milieu CYA sont de 30 mm de diametre, plates et
radialement sillonnées, denses, veloutées a granuleuses, de couleur vert grisatre , le
mycélium est blanc; le revers est brun grisatre . - A 5 °C, des microcolonies a des
colonies de 4 mm de diametre sont produites. Pas de croissance a 37°C .

- Les colonies sur MEA sont de 35 mm de diametre, plates strictement veloutées ,
colorées comme sur CYA

Les colonies sur G25N sont de 124 17 mm de diametre, plates ; le revers est jaune

brun a brun foncé.

Figure 38: Aspects culturaux et microscopiques de I’espece Penicillium italicum(A : milieu

MEA , B :sur milieu G25N ,C : L’agrandissement de la photo microscopique est :400x)
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Fusarium graminearum

L’ aspect macroscopique Fusarium graminearum donné dans la figure 39 montre que :
Les colonies de cette espece sur milieu CYA ont rempli toute la boite de Pétri,
présentent un mycélium peu dense de couleur rose pale
Sur milieu MEA les colonies remplissent aussi la surface de la gélose, elles présentent
un mycélium dense de couleur rose foncé.

Sur G25N les colonies atteignent un diametre de 25mm, et aucune croissance n’a été observée

a5°Ceta37°C.

Figure 39 : Aspects culturaux et microscopiques de I’espece Fusarium graminearum
(A : sur milieu MEA ,B : sur milieu G25N ,C :L’agrandissement de la photo microscopique est :1000x)

I1.1.3. Résultats des analyses mycotoxicologiques
I1.1.3. 1.Recherche des souches productrices d’aflatoxines et de ochratoxine A

Apres avoir identifié les espéces fongiques, on a recensé la présence de moisissures réputées
productrices de mycotoxine par la méthodes CCM. La figure 40 illustre les résultats de

détéction des isolats toxinogenes

Figure 40 : Photos de plaque CCM des isolats des différentes souches cultivées sur milieu
YES
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I1.1.3.1.1. Potential mycotoxinogeéne des especes d’Aspergillus isolées du blé tendre local
et du ble tendre importé

Parmi les souches suspects d’Aspergillus du groupe ( flavus-parasiticus) isolées de blé
tendre local , le résultats de CCM donné dans le tableau 11 a révélé que 58,33% isolats sont
productreurs d’aflatoxine dont 50% sont producteurs et d’AFB1 ( fleuorescence bleu) , et
8,33% ( 2 isolats)sont deux producteurs d’AFG1 ( fleurescence verte) et d’une autre part
22,58% (7 isolats) d’A. flavus-parasiticus isolés du blé tendre importé sont producteurs
d’afatoxine B1 parmi 31 souches .

Ces résultats se different de ceux rapportés par certains auteur en particulier Schabo et
al .(2020)qui ont montré que 2 souches d’A. flavus isolées du blé stocké sont productrices
d’aflatoxine B1 et B2 .Al-Wadai et al. (2013) ont rapporté que parmi 19 isolats d’A. flavus
testés 15 souches ont montré leur capacité a produire 1’aflatoxine alors que 4 souches sont
négatives, Riba et al.(2010) ont rapporté que 72% isolats d’A. flavus du blé sont productrice
d’AFB.

D’une autre part aucune souche d’A. niger parmi 27 souches isolées du blé tendre local et
importé n’est productrice ni de ochratoxine A ni d’aflatoxine. Ce résultat se concorde avec
celui de Schabo et al.(2020) qui ont montré qu’aucune des cinq isolats d’A. niger isolés du
blé n’ont montré la capacité de produire 'OTA par contre Ennouari et al.( 2018) ont
rapporté que 26 isolats d’A. niger isolées du blé marocain sont tous capables de produire
OTA , alors que Riba et al.(2008) et Jedidi et al. (2018) ont montré que certains isolats d’A.
niger sont producteurs d’OTA (28% et 15,38% ) respectivement

Tableau 11: Répartition des souches productrices de mycotoxines isolées du blé tendre

BI¢ tendre local BI¢€ tendre importé

Nombre Isolats Nombre Isolats

d’isolats toxinogenes d’isolats toxinogenes
Aspergillus flavus 24 58,33% | 31 22,58%
Aspergillus niger 15 0% 12 0%

I1.1.3.1.2. Potential mycotoxinogéne des especes d’Aspergillus isolées du café vert
robusta et café vert arabica

Parmi 82 isolats d’Aspergillus isolés a partir du café vert robusta et café vert arabica
testés pour leur production de mycotoxine les résultats de CCM donné dans le tableau 12 ont
montré que tous les isolats d’Aspergillus niger et d’Aspergillus carbonarius ne sont pas
producteurs ni de OTA ni de aflatoxine alors que 61,53% et 42,85% d’ isolats d’Aspergillus

flavus isolés du café vert arabica et café vert robusta respectivement sont producteurs d’ AFB,
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en plus 50% et 40% d’isolat d’Aspergillus ochraceus isolé du café vert arabica et café vert
robusta sont producteur d’OTA

Ces résultats sont en accord a ceux de Batista et al.(2003) et Leong et al .(2007) qui ont
reporté qu’ aucune souche d’Aspergillus niger isolée de café vert arabica n’est productrice
d’OTA par contre des études similaires sur les especes d’Aspergillus présentes dans les
grains de café ont démontré au cours des dernieres années qu’Aspergillus carbonarius et
Aspergillus niger sont une source importante d’OTA (Noonim et al. ,2008 ;Nogaim
etal .,2013) la production d’OTA par Aspergillus ochraceus et I’ AFB par Aspergillus flavus
a été reporté par plusieurs auteur : Slimani et al.(2019) ont réporté que 66,66% des souches
d’Aspergillus ochraceus et 85,71% des souches d’Aspergillus flavus 1isolées du café vert
importé en Algérie sont productrices d’OTA et de aflatoxine B1 respectivement , de la méme
maniere Nogaim et al. (2013) ont trouvé que 40% des souches d’Aspergillus ochraceus
isolées de café vert arabica sont productrices d’OTA et 30 % d’Aspergillus flavus sont
productrices d’aflatoxine B1 et B2 , Batista et al.(2003) ont montré que 66% d’Aspergillus
ochraceus sont productrices d’OTA et 30% d’Aspergillus flavus sont productrices d’

aflatoxine B1 et B2.

Tableau 12 : Répartition des souches productrices de mycotoxines isolées du café vert

Les isolats Nombre Isolats OTA Isolats AFB Source
d’isolats positifs Positif

A.niger 25 0% 0% Café vert robusta
30 0% 0% Café vert Arabica
A. ochraceus 12 50% 0% Café vert robusta

5 40% 0% Café vert arbica
A.carbonarius 2 0% 0% Café vert robusta
A. flavus 13 0% 61,53% Café vert arabica
7 0% 42,85 % Café vert robusta

I1.1.3.1.3. Potential mycotoxinogene des especes d’Aspergillus isolées du pois-chiche

Le potential mycotoxinogene de 49 souches d’Aspergillus représentées par Aspergillus
niger et Aspergillus flavus a été testé par CCM qui a montré que tous les isolats d’Aspergillus
niger isolés du pois-chiche local et importé n’ont pas la capacité de produire I’OTA ,alors que
66,66 % et 69% des isolats d’Aspergillus flavus isolés du pois-chiche local et importé

respectivement sont producteurs d’aflatoxine (tableau 13 )
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Tableau 13 : Distribution des isolat mycotoxinogenes isolés du pois-chiche

Les isolats Nombre Isolats OTA Isolats AFB Source
d’isolats POSITIFS Positif
Aspergillus niger 10 0% 0% Pois-chiche local
11 0% 0% Pois-chiche importé
Aspergillus flavus 15 0 66,66 % Pois-chiche local
13 0 69 % Pois-chiche importé

Ces résultats sont en accord avec Ahmed et Singh (1991) qui ont rapporté qu’au cours de
I'étude de la flore fongique des grains de pois-chiche stockés, environ 569 isolats d'A. flavus
et 61 isolats d'Aspergillus parasiticus ont été isolés, parmi lesquels plus de 84 % des isolats
d'A. parasiticus étaient toxinogenes, tandis que 64 % d'A. flavus étaient capables de produire

de 1'aflatoxine.

I1.2.Résultat des analyses physicochimiques et microbiologiques du lait de chamelle

I1.2.1. Résultats d’analyses physicochimiques

Les résultats d’analyses physicochimiques sont donnés dans les tableaux (14, 15,16)

I1.2.1.1.Résultats de mesure du pH

Les résultats de la détermination du pH sont donnés dans le tableau 14, qui montre que les
échantillons de lait cru de chamelle sont 1égerement acides et varient de 6,27 a 6,50. La
différence de pH des échantillons de lait de chamelle est statistiquement non significative
(p>0,05) entre eux.

Ces résultats sont comparables a ceux de Raghvendar et al. (2004),Alaoui et al. (2016), El
Hosseny et al. (2018) et Hadef et al. (2018). En méme temps, ils sont supérieurs a ceux
rapportés par Khaskhli et al. (2005),Siboukeur (2007), Merzouk et al. (2013) et Legesse et
al. (2017).
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Tableau 14: Résultat de mesure du pH, acidité titrable et la densité

Béchar Tindouf El Bayadh | Adrar P-value
pH Moyennexécartype | 6,50+0,19 6,27+0,17 6,43+0,08 | 6,39+0,41 | 0.174
Min 6,26 6 6,28 5,55
Max 7,04 6,45 6,55 6,89
cv 2,95% 2,78% 1,38% 6,55%
Acidité titrable | Moyennez ecartype | 18,75+2,35 | 17,66+0,77 | 17,83+0,71 | 19,96+1,08 | 0.00073
D°) Min 18,5 17 17 18 otk
Max 23 19 19 21,5
cv 12,58% 4,40% 4,02% 5,44%
Densité Moyennezecartype | 1,027+0,004 | 1,025+0,004 | 1,031+0,01 | 1,032+0,02 | 0.00011
Min 1,020 1,020 1,030 1,027 otk
Max 1,032 1,030 1,033 1,035
cv 0,46% 0,44% 0,13% 0,23%

Le pH du lait peut dépendre de la nature du fourrage et de la disponibilité en eau. (Gorban
et Izzeldin, 1997). De plus, le faible pH du lait de chamelle peut étre corrélé a sa teneur
élevée en vitamine C (Mal et Pathak, 2010).

11.2.1.2.Résultats de mesure de I’acidité

L’acidité titrable du lait de chamelle est la mesure de ’acide lactique formé dans le lait de
chamelle. Les valeurs moyennes d’acidit¢é mesurées dans cette étude étaient de 17,66 °D,
17,83 °D, 18,75 °D et 19,96 °D pour les échantillons de Tindouf, El-Bayadh, Béchar et Adrar
de lait de chamelle était

respectivement, la différence d’acidité des échantillons

statistiquement significative (p<0,05).

Nos résultats sont conformes a ceux rapportés par Khaskheli et al. (2005) en Inde,
Siboukeur, (2007) en Algérie (Sboui, 2009) en Tunisie, Boudjenah, (2012) qui étaient : 18
°D, 17,2 °D+ 1,03, 17 °D, 18,2 °D respectivement.

Cependant, ils sont différents de ceux rapportés par certains auteurs, notamment par
Raghvendar et al. (2004) ; Jaydeep et al.(2014) ;Sanayei et al. (2015) qui ont signalé des
valeurs d'acidité inférieures dans le lait de chamelle indien et iranien, qui étaient
respectivement de 15,4 °D, 14,4 °D et 12 °D. En revanche, Konuspayeva (2007) ; Siboukeur
(2007) dans le sud-est de 1'Algérie et Faye et al. (2008) au Kazakhstan ont signalé des

valeurs plus élevées qui étaient de 26°D, 24,4°D et 21°D.

Ces variations des valeurs d'acidité sont généralement dues a la variation de I'alimentation,
des conditions environnementales et de la période de lactation (Abutarboush, 1996).
La variation de l'acidité du lait cru de chamelle pourrait étre aussi due aux conditions

d'’hygieéne, a la traite et a la charge initiale de flore microbienne présente dans le lait cru de
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chamelle (Al-Haj et Al-Kanhal, 2010). Ces microorganismes acquierent une acidité dite
développée car elle est due a 1'acide lactique et autres acides résultant de la dégradation des

sucres par les micro-organismes (Badaoui, 2000)

I1.2.1.3. Résultats de mesure de la densité

D'apres les résultats de densité donnés dans le tableau 14 , les valeurs moyennes étaient
de 1,032 dans les échantillons d'Adrar, de 1,027 dans les échantillons de Béchar, de 1,025
dans les échantillons de Tindouf et de 1,031 dans les échantillons d'ElBayadh. La différence
entre ces valeurs moyennes des densités est significative (p>0,05).

Les résultats obtenus dans la présente étude sont en accord avec ceux rapportés par
(Sanayei, 2015 ;Maha et al., 2016 et Legesse, 2017 ), qui étaient de 1,025,1,026 ; 1,030et
1,026 Cependant, ils different de ceux rapportés par Siboukeur (2007)(1,023), Alloui-
Lombarkia et al.( 2007)(1,038) et Sboui et al.(2009)(1,020) .

Cette variation de densité peut €tre attribuée a des facteurs tels que le stade de lactation, le
régime alimentaire, la race, la fréquence d'abreuvement, la fréquence de traite et 1’age de
I'animal (Siboukeur, 2007 ; Legesse, 2017) , La densité dépend aussi de la teneur en matiere

seche, en matiere grasse, de la température et de 1'alimentation de 1'animal.
I1.2.1.4. Résultats de mesure de la teneur en matiere seche

Le tableau 15 illustre également les données obtenues pour la teneur en matiere seche. qui
montre que la teneur moyenne en matiere seche du lait camelin collecté a El Bayath (14,81
%) était significativement plus élevée que celle du le lait collecté a Adrar (13,28 %) suivi du
lait de camelin collecté a Béchar (13,02 %). Cependant, la teneur moyenne en matiere seche

du lait collecté a Tindouf (11,52 %) était la plus faible.

Ces résultats sont comparables a ceux deMohamed et al. (2014) ; Sanayei et al. (2015)
qui étaient de 12,7 %, 11,24 %, alors qu'ils étaient supérieurs a ceux de Seher et al.(2013)
,Ahmed et Rasha (2014); Alaoui et al. (2016) et Hadefet al.( 2018) qui étaient
respectivement (10,9% ,10,8%, 9,99%, et 10,42%).
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Tableaul5 : Résultat de mesure de la matiere seche et le taux de cendre.

Béchar Tindouf El Adrar P-
Bayadh value

Matiere seche totale | Moyenne+écartype | 13,03+1,19 | 11,52+1,52 | 14,81+1 13,22+0,94 | 5.36e"7
(%) Min 11,4 9,58 13,01 11,3

Max 14,8 13,43 14,81 14,49 hokok

cv 9,17% 13,21% 6,79% 7,11%
Taux de cendre( %) Moyennexécartype | 1,80+0,13 | 240,11 1,53+0,10 | 1,81+0,12 | 8.67¢%

Min 1,51 1,82 1,14 1,59 bk

Max 1,97 2,18 2,04 2

cv 7,59% 5,65% 20,63% 6,97%

Plusieurs auteurs ont montré que la variation de la teneur en extrait sec total était due a
divers facteurs tels que la qualité de l'eau et sa quantité disponible pour les animaux
(Khaskheli et al., 2005).

Selon Ereifej et al. (2011), la variabilité génétique et 1’effet de I’origine géographique
influent sur la composition du lait de chamelle. En outre, il a été montré que le passage d’un
régime hydraté a un régime pauvre en eau entraine une chute de la teneur en matiere seche
totale de 8.8 a 14.3 % et qu'en cas de privation ou d’abreuvement insuffisant, la teneur en eau
du lait camelin augmente et passe de 87 a 91 %. Ceci constitue selon Yagil et Etzion (1980),
une réponse physiologique au stress hydrique, permettant d’assurer la survie du chamelon.

La teneur en matiere seéche du lait varie également en fonction du stade de lactation
1994 ;
I'environnement, du rang de lactation, du nombre de vélages (Yagil, 1982 ; Khaskheli et al.,

2005).

(Bengoumi et al, Khaskheli et al., 2005), des facteurs saisonniers, de

I1.2.1.5. Résultats de mesure de taux de cendre

La teneur en cendres du lait collecté a Tindouf est d’environ 2,18% et, par conséquent,
semble étre élevée par rapport au lait des régions d’El Bayedh, Adrar et Béchar; ces résultats
sont supérieurs a ceux rapportés par différents travaux : 0,87 % (Alaoui et al., 2019) 0,7 %
(Abdul Raziq et al., 2011).

Selon Khaskheli (2005), La raison de la teneur plus élevée en cendres observée dans nos
résultats pourrait étre due au libre paturage du chameau sur des arbustes ou des plantes

cultivées sur un sol salin.
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I1.2.1.6. Résultat de la détermination de la teneur en protéines totales

Le lait de chamelle est considéré comme une source abondante de protéines pour les
personnes vivant dans les zones arides du monde (Ahmed et Rasha, 2014).Les résultats
résumés dans le tableau 16 montrent que la teneur en protéines la plus élevée dans le lait de
chamelle était de 6,23 % dans les échantillons de Tindouf, suivi par le lait de chamelle de
Béchar et Adrar. La teneur en protéines totales du lait de chamelle de Adrar et de Béchar est
presque similaire, avec une différence non significative (p>0,05). En revanche, la teneur en
protéines la plus faible était de 3,4% dans le lait de chamelle d'El Bayadh.

Tableau 16: Résultat de mesure du taux de la matiere grasse, protéines totales et lactose

Béchar Tindouf | El Bayadh | Adrar P-value
Matiere grasse (%) | Moyenne+écartype | 4,30+2.4 | 4,45+0,56 | 3,08+0,33 | 3,03+ 0,71 | 0.0107
Min 1,1 4 2,6 1,8 *
Max 8,1 5,4 39 4,1
cv 55,83% 12,59% 10,94% 23,72%
Proteine totale (%) | Moyennexécartype | 3,90+0,24 | 6,23+0,95 | 3,45+0,57 | 3,97+0,31 | 3.87¢’
Min 3,5 4,01 2,89 3,77 otk
Max 4,2 7,8 4,62 4,3
cv 6,28% 15,39% 16,54% 3,32%
Lactose (%) Moyennexécartype | 3,85+0,39 | 3,80+0,40 | 4,35+0,44 | 3,34+0,23 | 1.28¢%
Min 3,24 3,07 3,69 2,92 otk
Max 4,52 4,29 4,83 3,63
cv 10,23% 10,58% 10,33% 6,98%

Ces valeurs sont comparables a celles rapportées par Mehaia (1995) pour le lait de
chamelle Saoudien (41 g/- 49 g/l). De plus, les résultats obtenus sont supérieurs aux valeurs
obtenues par Kamoun(1994) ; Wangoh (1997) ; Attia et al.( 2001) ; Kamal et al. (2007) ;
Siboukeur(2007) ; Shamsia (2009) et Sboui et al.(2009) qui étaient (34,15 g/1, 34,3 g/1 ;
30,72 g/1), (30,8 et 33,1 g/l).

Cependant, les variations observées dans la composition du lait de chamelle pourraient étre
attribuées a plusieurs facteurs tels que la situation géographique, les échantillons prélevés sur
différentes races, le stade de lactation et 1'age. Plusieurs auteurs ont rapporté que le régime a
base d'herbe diminue la teneur en protéines du lait. Selon Wolter (1997), une alimentation a
base de blé induit une augmentation modérée de la teneur en protéines du lait par rapport a

une alimentation a base d'herbes conservées ou paturées.
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I1.2.1.7. Résultat de la détermination de la teneur en matiere grasse

Les résultats présentés dans le tableau 16 ont révélé que la teneur moyenne en matieres
grasses du lait de chamelle d’Adrar, de Béchar, d’El Bayadh et de Tindouf était de 3,03 %,
4,30 %, 4,45 % et 3,08 %, respectivement. La différence entre ces valeurs moyennes est
significative (p>0,05), ou le lait de chamelle d’El Bayadh a la teneur en maticres grasses la
plus élevée, suivi du lait de chamelle de Béchar, mais le lait de chamelle d’Adrar a la plus
faible teneur en matieres grasses.

Ces résultats se situent entre des valeurs extrémes, relevées pour la race Somali (56 g/1)
selon Karue(1994) et pour la race Wadah (24.6 g/1 ) selon Mehaia et al.(1995).

Il a été observé que la variation de la teneur en matieres grasses est directement liée a la
teneur en matiere seche totale du lait de chamelle.

Selon Kamoun (1994), I'état d'hydratation de l'animal et le type de fourrage consommé
affecteraient également la teneur en matiere grasse du lait. La matiere grasse du lait, qui est
une source d'énergie essentielle, se compose principalement de lipides et de substances
lipoides. C'est également une source importante d'acides gras essentiels et de vitamines

liposolubles (Khaskheli et al., 2000).

11.2.1.8. Résultat de la détermination de la teneur en lactose

Cette étude montre que le lait de chamelle de la région d’El Bayadh a la teneur en lactose
la plus élevée de 4,34%, suivi du lait de chamelle de Béchar et Tindouf. Cependant, une faible
teneur en lactose était dans le lait de chamelle d’ Adrar, qui est de 3,34%.

Ces valeurs se rapprochent de celles rapportées par Konuspayeva et al. (2009), Abdul
Raziq et al. (2011) et Alaoui et al. (2019) et qui ont déclaré des moyennes de 4,46 %, 4,37
% et 3,11 %, respectivement. Des teneurs plus élevées en lactose ont été signalées : 5,43 %
(Khan et Appanna, 1964), 5,8 % (El-Agamy, 1983), 5,61 % (Gnan et Sheriha, 1986), 5,24
% (Farah et Ruegg, 1989) , une étude a fait état d’une teneur en lactose plus faible : 2,56 %
(Gorban et Izzeldin, 1997).

Ces variations de teneur en lactose dans notre étude sont responsables des variations du
golt et de la saveur du lait de chamelle. Ces différences de teneur en lactose du lait de
chamelle s'expliquent par la différence de race entre les régions mais aussi par le stade de

lactation et 1'état d'hydratation. Selon Khaskheli (2005), la grande variation pourrait étre due
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au fait que les chameaux broutent généralement des plantes halophiles, par exemple Atriplex,

Acacia.
I1.2.2. Résultats des analyses microbiologiques
11.2.2.1. Flore aérobie totale

Les résultats du dénombrement de la flore aérobie totale dans le lait cru de chamelle sont
présentés dans le tableau 17 qui montrent que le lait de chamelle de Tindouf est le plus
contaminé par ces germes avec une moyenne de (2,50 + 1,06) 10° UFC/ml. Il est suivi par le
lait de chamelle de Béchar et El Bayedh avec des valeurs moyennes de contamination égales a
(1,45+0,79)10°UFC/ml et (7,7+3,61)10*UFC/ml, respectivement. En revanche, la
contamination moyenne la plus faible atteint ( 1,77+1,7)10* UFC/ml dans le lait de chamelle
d'Adrar.

Dans ce contexte, des résultats presque similaires ont été précédemment rapportés par
Younan (2004) (10°-10°UFC/ml). En revanche, une charge bactérienne plus élevée a été
donnée dans d'autres études par certains auteurs, a savoir El-Ziney et Al-Turki (2007),
Benkerroum et al., 2003 et Semereab et Molla, 2001 avec (4 x 10°- 10°UFC/ml);Sela et al.,
2003 avec (8.10* -5, 3.103UFC/ml).

La charge microbienne élevée dans le lait de chamelle de Tindouf et de Béchar est due aux
mauvaises conditions d'hygiene lors de la traite. En revanche, la faible charge en flore aérobie

totale dans le lait de chamelle d'El Bayadh pourrait probablement étre attribuée a une

manipulation appropriée des échantillons pendant la traite.

Tableau 17: Dénombrement de la flore aérobie totale et la flore psychrotrophe

Tindouf El Bayadh Adrar Bechar P-
value
Flore aérobie Moyenne | (2,50+1,06)10° | (7,7+3,61)10* (1,77£1,7)104 (1,45+0,78)10° 1.42e-
tecartype 09
totale min 1,35.10° 2,5.10* 1.10° 7.4.10* sk
4,5.10° 1,31.10° 4,70 .10° 3.10°
max ’ ’ ’
(ufc/ml) o 42,4% 46,88 % 96,04 % 53,79%
Flore Moyenne | (3,58+0,99) 10* | (7,68+6,78)10° | (11,56,78)10° | (22,08+17,97)10° | 8.26e-
+ecartype 07
Psychrotrophe | . Yp 1,45.10% 1.103 5.10% -
2.10% 2,3.10% 6,7.10*
max > 5
(ufc/ml) - 88.28% 58,9% 81,38%
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11.2.2.2. Résultats de dénombrement de la flore psychrotrophe

Le taux de la flore psychrotrophe dans le lait de chamelle de Tindouf est de 2,3,10*UFC/ml a
5,6,10*UFC/ml, et la valeur moyenne est de (3,58 £+ 0,99) 10*UFC/ml. De plus, la flore
psychrotrophe dans le lait de chamelle de Becher était de 5,10%ufc/ml a 6,7.10* UFC/ml et la
valeur moyenne était de (22,08+17,97)10°UFC/ml. De méme, dans le lait de chamelle
d'Adrar, la flore psychrotrophe variait de 1.10°UFC/ml a 2,3.10*ufc/ml et la valeur moyenne
était de (11,5+6,78)10°UFC/ml tandis que dans le lait de chamelle d'El Bayadh, la flore
psychrotrophe variait de 1,45 0,10° UFC/ml a 2,10* UFC/ml et la valeur moyenne était de
(7,68 + 6,78) 10°UFC/ml. Ainsi, le lait de chamelle de Tindouf avait la plus forte teneur en
flore psychrotrophe, suivi du lait de chamelle de Bechar, du lait de chamelle d'Adrar et du lait
de chamelle d'El Bayadh. La différence de comptage de la flore psychrotrophe dans le lait de

chamelle (Adrar, Bechar, El Bayadh et Tindouf) était statistiquement significative.

Ces résultats sont inférieurs a ceux rapportés par Alaoui ef al. (2019) a savoir (9,84 x 107).
Les  microorganismes  psychrotrophes sont principalement des contaminants
environnementaux a partir desquels ils contaminent 1'animal (chameau), les ustensiles, 1'eau et
les mains du trayeur et représentent un pourcentage important des microorganismes
d'altération. Les caractéristiques importantes des micro-organismes psychrotrophes tels que
les Pseudomonas sont leur capacité a produire de grandes quantités d'enzymes extracellulaires
ou intracellulaires résistantes a la chaleur (protéases, lipases et phospholipases) qui

hydrolysent les protéines et les lipides du lait. Ils peuvent provoquer une détérioration du lait

(Odongo et al., 2016).
11.2.2.3. Résultats de dénombrement des coliformes totaux

Les résultats de dénombrement des coliformes totaux sont illustrés dans le tableau 19 qui
montre que le lait de chamelle de Tindouf avait le plus grand taux en coliformes totaux
(1,74+0,35) 10° UFC/ml, suivi du lait de chamelle de Béchar et du lait de chamelle d’ Adrar
(2,74+0,54) 10°UFC/ml et (1,45 +0,63) 10° UFC/ml. Dans le méme temps, le lait de chamelle

El Bayadh ne contenait pas de coliformes totaux.

Le taux de coliformes totaux dans tous les différents laits de chamelle sont significativement
différent les uns des autres.
Ces résultats sont presque similaires a ceux donnés par Elhosseny et al. (2018).

Cependant, El-Ziney et Al-Turki (2007) ont signalé des niveaux plus faibles de taux de
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contamination. Au contraire, Benkerroum et al. (2003) ont déterminé un taux moyen élevé.
L’existence de bactéries coliformes n’indique pas nécessairement une contamination fécale
directe du lait, mais précis€ément comme un indicateur de mauvaises pratiques sanitaires
pendant la traite et les processus de manipulation ultérieurs.

Tableau 18: Dénombrement des coliformes totaux, coliformes thermotolérants et

streptocoques fécaux

Tindouf El Adrar Béchar P-value
Bayadh
Coliformes MoyennexSD | (1,74+0,35)10° | 0 (1,45+0,63)10° (2,74+0,54)10% | 2e-16
totaux (ufc/ml) Min 1,32.10° 102 2,02.10°
Max 2,4.10° 4,3.10° 3,66.10°
cv 20% 43,44 % 19%
Coliformes MoyennexSD | (1,50+0,39)10° | 0 (0,51+0,46)10° (1,63+0,93)10% | 2e-16
thermotolerants Min 1.10° 0 L1102
Max 2,01.10° 1,3.10° 2,6.103
(ufc/ml) cv 26% 90,19 % 57,05%
Streptocoques MoyennexSD | (71,5+70,83)10% | 0 (20,25+11,97)10% | (7,25+5,10)10% | 0.00155
fécaux (uft/ml) Min 1,4.10? 9.102 1.10%
ux Max 2.10* 4.10° 2,5.103
cv 99,06 % 59 % 70,34 %

11.2.2.4. Résultats de dénombrement des coliformes thermotolérants

Le tableau 18 présente les résultats de dénombrement de coliformes thermotolérants dans
les échantillons de lait prélevés a Tindouf, Béchar, Adrar et El Bayadh. Ces résultats ont
montré que le lait de chamelle de Tindouf présente un taux de contamination le plus
élevé(1,50+0,39) 10°UFC/ml, tandis que le lait de chamelle d’Adrar présente un taux de
contamination plus faible (0,51+0,46)10°UFC/ml. Cependant, le lait de chameau El Bayadh
ne contient pas de coliformes thermotolérants.

Les taux moyens de contamination en coliformes thermotolérants observées dans cette
étude sont inférieurs A ceux rapportées par Alaoui et al. (2019) (3,2,105°UFC/ml).
La charge des coliformes thermotolérants est plus importante au niveau du lait de chamelle de
Tindouf. Cette contamination était attribuée aux conditions non conformes de traite et la
multiplication rapide et massive de la flore fécale initialement présente dans le lait cru qui
peut €tre transmit par les mains du trayeur, par I’animal lors de la traite, par la queue et les
éclaboussures (Hamama, 1989; Faye et Loiseau, 2002).

Ces germes sont absents dans les échantillons d’El-Bayadh, ce résultat peut suggérer que
cette flore est absente ou probablement inhibée par d'autres facteurs présents dans le lait tels

que les protéines et peptides a activités antimicrobiennes qui sont produite par la flore
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lactique. En effet, la présence de ces facteurs dans le lait camelin et leur role a été signalées

par différents auteurs a savoir Desmazeaud et Roissard (1994) et Kamoun(1994).
I1.2.2.5. Résultats de dénombrement des streptocoques fécaux

Le tableau 18 présente les résultats du dénombrement des streptocoques fécaux. Le lait de
chamelle de Tindouf est le plus chargé en streptocoques fécaux (71,5+70,83)10°UFT/ml.
Suivi de ce du le lait de chamelle de Adrar , tandis que le lait de chamelle de Béchar présente
un taux de contamination en streptocoques fécaux treés faible (7,25+5,10)10°UFT/ml.
Cependant, le lait de chamelle d” EIBayadh n’est pas contaminé par les streptocoques fécaux.

La différence entre ces valeurs moyennes est significative (p>0,05). Le taux moyen de
streptocoques fécaux du lait de chamelle cru observé dans cette étude est plus élevé que celui
rapporté par Kaindi et al.(2011)(1,7 x 10*°UFT/ml). Les Streptocoques fécaux sont trés
répandus dans la nature , Selon Waes (1973), ils sont des indicateurs de contaminations
fécales, et de manipulations non hygiéniques. Dubois et al. (1982) constatent également que

les streptocoques fécaux ne sont pas totalement inhibés par les ferments lactiques.
I1.2.2.6. Résultats de dénombrement des moisissures et des levures

Les résultats des dénombrements de levures et de moisissures sont présentés dans le tableau
19. Les résultats ont montré que le lait de chamelle de Tindouf a le taux de contamination par
les levures et les moisissures le plus élevé (35,67 + 15,98) 10? UFC/ml. En revanche, le lait de
chamelle Adrar a montré le plus faible taux de contamination par les levures et les

moisissures (8,63 + 3,22)10?°UFC/ml,

Ces valeurs se rapprochent a celles rapportées par El —Ziney et Al-Turki (2007) ;
Torkar et Teger (2008) qui ont cité une valeur de log 1,9 UFC/ml , et log 1,7 UFC/ml
respectivement par contre certains auteurs ont cité des valeurs plus élevées que celle-ci
comme Barbour et al.(1984) qui ont trouvé une charge moyenne de contamination par levure
et moisissure égale a log 4,6 UFC/ml dans le lait camelin Saoudien
Lavoie et al. (2012) montrent que les environnements de 1'étable et de la salle de traite a la
ferme sont d'importantes sources de champignons dans le lait.

Ces valeurs sont beaucoup plus inférieurs a celles rapportées par Neamatallah et al .(2012) a

Jeddah qui ont cité une valeurs de 10> UFC /ml
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Tableau 19 : Dénombrement des levures et moisissures

Tindouf El Bayadh Adrar Bechar P-
value
Levures et | Moyenne+SD (35,67+15,98)10> (13,61+10,80)10> (8,63+£3,22)10% | (12,91+5,37)10? 1.79¢
. min 8,13.10° 1,57.103 4,4.10° 5,63.10°
MOISISSUTeS | | ax 6,15.10* 3,58.10° 14.103 23,2.10° -10
cv 44,79 % 79,35% 37,31% 41,59%

11.2.2.7. Résultats de dénombrement de la flore pathogene

Les salmonelles, les spores de Clostridium sulfato-réductrices et les staphylocoques a
coagulase positive n'ont pas été détectés dans aucun des échantillons testés dans cette étude.
Diverses études publiées ont rapporté 'absence de flore pathogene dans le lait cru de chamelle

(Konuspayeva, 2007 ; Omer et Eltinay, 2008 ; Merzouk et al., 2013).

I1.3. Isolement et purification des bactéries lactiques

Parmi 250 isolats pures issus de échantillons de lait cru de chamelle de Béchar , Tindouf
,Adrar et El Bayadh 98 ont été retenus, tous sont Gram positives, catalase négatif.

L’examen macroscopique réalisé sur les milieux de cultures illustré par la figure 41 solides
a permis d’observer des petites colonies blanches, transparentes, lisses, lenticulaires avec un

pourtour régulier et irrégulier .

Figure 41: Aspect macroscopique des bactéries lactiques

(A)bactéries isolées sur milieu MSE (B) bactéries isolées sur milieu MRS

L’examen microscopique illustré par les figures 42 et 43 a révélé deux formes de cellules

(coques et batonnet).




Partie expérimentale Résultats et discussions

Les bactéries sous forme de cocci se disposent en petites chainettes ou en diplocoques, en
tétracoque et parfois isolées, cependant les bactéries ayant une forme bacillaire se disposent

en courte ou longues chainettes .

Figure 43: Aspect microscopique des coques lactiques

I1.3.1. Distribution des genres de bactéries lactiques dans le lait de chamelle

Les résultats des tests biochimiques et physiologiques ont permis de diviser un total de 92
isolats lactiques en plusieurs groupes comme indique dans la figure 44, les isolats ont été
identifiées au stade du genre en se basant sur leurs caractéristiques morphologiques,

physiologiques et biochimiques
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Figure 44 : Distribution des bactéries lactiques isolées a partir du lait de chamelle selon les

genres

Groupe des Enterococcus qui constitue 21,73% de 1’effectif total les isolats de ce
groupe sont des cocci Gram positive, catalase négative ; homofermentaires, qui se
développent a 10°C et a 45°C, en présence de 6,5% de NaCl et a pH 9,6 et peuvent
aussi croitre a 1% lait de Sharman. tous les isolats ont donné des résultats positifs pour
I’hydrolyse de I’esculine, des résultats négatifs pour le test de la dégradation de la
gélatine et I’hémolyse et 70% des isolats du genre Enterococcus ont donné des
résultats positifs pour le test de I’ADH en plus que 35% des souches Enterococcus
peuvent utiliser le citrate.

Groupe des Leuconostoc qui constitue (16,30%) de I’effectif total , les isolats de ce
groupe sont des coques de forme ovoide , Gram positive , se groupant en paires ou en
chaines , catalase négative , héterofermentaires , mésophiles et qui n’ont pas la
capacité a hydrolyser l'arginine . Toutes les souches ont donné des résultats positifs
pour le test d’utilisation de citrate, et des résultats négatifs pour le test d’hémolyse et

la recherche de gélatinase.
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e Groupe de streptocoques qui constituent 9,78% de ’effectif total, les isolats de ce
groupe sont des cocci Gram positive groupés en paire et en chainette, catalase
négative, homofermentaires qui se développent, a 45 °C et ne se développent pas a pH

4. Toutes les souches sont capables d’ hydrolyser I’esculine , et ont présenté des

résultats négatifs pour le test de gélatinase et le test d’hémolyse .

Cit+ Cit+

\

/ \

Figure 45: Résultats de tests : A ) hémolyse, B) utilisation du citrate, C) hydrolyse de
I’esculine

* Groupe des pédiocoques qui constitue 5,43% de I’effectif total, dont les isolats sont
diplocoques ou tétracoques a paroi Gram positive, catalase négative,
homofermentaires, se multiplient a 37 °C et 45 °C, et en présence de 6.5% NaCl

e Groupe des Lactococcus qui constitue 5,43% de 1’effectif total , les isolats de ce
groupe sont des cocci Gram positive, catalase négative, homofermentaires, qui se
développent a 10 °C mais pas a 45 °C et en présence de 4% de NaCl mais pas a 6,5%
de NaCl, toutes les souches ont montré un résultats négatif dans la croissance dans le

lait de Sherman 3%

( A) hydrolyse de I’arginine , B) production d’acétoine, C) recherche de type fermentaire

116
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e Groupe des Lactobacillus qui constitue 40,30% de 1’effectif total, les isolats de ce
groupe sont des bacilles Gram positive, catalase négative, qui se développent a pH 4.
Toutes les souches sont incapables de dégrader la gélatine , 75% des isolats de ce
genre sont thermophiles et 25 % sont mésophiles , en plus 74,35% des Lactobacillus
sont homofermentaires et 69% ont la capacité de faire I’ hydrolyse de I’arginine.

De ce fait les coques lactiques constituent 60,86% de 1‘effectif total alors que les

lactobacilles observées constituent 39,13 % de I’effectif total.

Dans ce travail les bactéries lactiques isolées ont été présentées par les genres : Lactobacillus
Enterococcus, Streptococcus , Lactococcus , Pediococcus et Leuconostoc avec la dominance
des Lactobacillus et Enterococcus.

La prédominance de Lactobacillus dans le lait de chamelle cru peut étre favorisé par les
conditions du pH bas du lait de chamelle (khadid et al.,), et le niveau élevé des Enterococcus
peut étre expliqué par sa survie a des conditions défavorables, y compris des environnements
a haute température et a haute salinité . Le lait de chamelle est généralement dominé par ce
genre en raison de la teneur élevée en sel du lait de chamelle par rapport aux autres animaux
d'élevage.

Selon Rahmeh et al. (2019), sept genres de bactéries lactiques ont été identifiés dans le lait
de chamelle de différents pays, y compris Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus,
Streptococcus, Leuconostoc, Pediococcus et Weissella.

Les isolats lactiques dominés par le genre Enterococcus dans le lait de chamelle ont été
rapportés au Kuwait , au Maroc, au Kazakhstan et en Iran. Alors qu'au Soudan et au Maroc,
les genres Streptococcus et Lactobacillus ont été identifiés comme les groupes majeurs,
respectivement (Abdelgadir et al .,2008 ; Hassan et al ., 2008; Khedid et al ., 2009 ;
Nagyzbekkyzy et al .,2020). De plus, le genre Lactococcus était I'un des genres les plus
représenté au Maroc, au Soudan, au Kazakhstan et aux Emirats arabes unis (Khedid et
al.,2009 ; Ashmaig et al., 2009 ;Akhmetsadykova et al., 2014 ;Abushelaibi et al ., 2017).
En plus d'étre I'un des genres majeurs au Maroc et au Kazakhstan, Leuconostoc était le plus
abondant au Kenya (Lore et al.,2005 ). Pediococcus était le genre le moins représenté au
Maroc et en Iran (Khedid et al .,2009 ; Davati et al .,2015) alors que le genre Weissella a été
détecté au Kuwait, en Ethiopie et en Iran mais avec faible fréquence(;Davati et al.,2015 ;

;Fugl et al.,2017 ; Rahmeh et al.,2019 )
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I1.3.2. Distribution d’especes de bactéries lactiques dans le lait de chamelle

Les résultats de I’identification selon 1’étude de profil fermentaire des sucres ont démontré
I’appartenance des souches isolées a divers especes :

- 5 souches de Lactococcus représentées par I’espece L. lactis,

- S souches de Pediococcus représentées par 1’espece P.pentosaceus,

- 15 souches de Leuconostoc représentées par I’espece L. mesenteroides,

- 20 souches d’Enterococcus représentées par 3 especes : Enterococcus
faecium, E. faecalis, E. durans

- 20 souches de streptococcus représentées par l’espece Streptococcus salivarus

- 38 souches de Lactobacillus représentées par les especes suivantes :Lactobacillus
plantarum, L. casei , L. thamnos , L .acidophilus, L. fermentum, L.brevis, L.frumenti,

L. kimchii, L.homohiochii, L. pentosus, L.harbinensis, L.enshiensis, L.reutri

11.3.3. Identification moléculaire

Pour chaque échantillon, un fichier image couleur.abl contenant les données de fluorescence
brutes et les données analysées a été créé par le programme d’analyse , ce fichier a été ouvert
par le programme de bio-informatique Chromas version 2.6.6 , ce programme permet
I’affichage du chromatogramme et le traitement manuel des erreurs qui se produisent
principalement du début a la fin de ce processus du séquencage comme indiqué dans la

figure 47
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Figure 47: Extrait du chromatogramme du début de nucléotides présentant les mauvais pics
de la souche

La figure 47 montre bien que le début n’est pas clairement défini , une trentaine de bases du

début n’ a pas été déterminée clairement . Donc 30 bases du début ont été éliminées.
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Apres nettoyage et traitement des séquences par le programme Chromas, les fichiers ont
été convertis en fichier FASTA ce fichier donne I’interprétation qui en est faite en termes de

nucléotides.

Ensuite, la séquence traitée de chaque souche a été comparée vis-a-vis a d’autres
séquences d’ADNTr de souches de référence mises dans la base de données GenBank a NCBI

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)

Les cinq souches ont affiché une similarité totale > 99.92% avec Lactobacillus plantarum

Sequences producing significant alignments Download ¥ Selectcolumns ¥ Show | 10 v | @
select all 10 sequences selected GenBank Graphics Distance tree of results ~ MSA Viewer
Descrlptiun Scientif'f Name Tax'id ;:z:(e STEU;?L vaIIEue I::;t '::: Accession
v v v v v
Lactobacillus plantarum strain 2660 168 ribosomal RNA gene, partial sequence Lactiplantibacillus plantarum 1580 2082 2082 0.0 100.00% 1386 MT611699.1
Lactobacillus plantarum strain 264 16S ribesomal RNA gene, partial sequence Lactiplantibacillus plantarum 1590 2082 2082 00 100.00% 1449 MT573022.1
Lactobacillus plantarum strain 2585 168 ribosomal RNA gene, partial sequence Lactiplantibacillus plantarum 1590 2082 2082 0.0 100.00% 1454 MT611611.1
Lactobacillus plantarum strain 1833 168 ribosomal RNA gene, partial sequence Lactiplantibacillus plantarum 1580 2082 2082 0.0 100.00% 1455 MT597662.1
Lactobacillus plantarum strain 2257 16S ribosomal RNA gene, partial sequence Lactiplantibacillus plantarum 1590 2082 2082 0.0 100.00% 1458 MT604740.1
Lactobacillus plantarum strain 1830 16S ribosoral RNA gene, partial sequence Lactiplantibacillus plantarum 1590 2082 2082 0.0 100.00% 1458 MT597659.1
Lactobacillus plantarum strain 1939 168 ribosomal RNA gene, partial sequence Lactiplantibacillus plantarum 1580 2082 2082 0.0 100.00% 1467 MT597755.1
Lactobacillus paraplantarum strain 2216 165 ribosomal RNA gene, partial sequence Lactiplantibacillus paraplantarum 60520 2082 2082 0.0 100.00% 1473 MT604712.1
Lactobacillus plantarum strain 1046 16S ribosomal RNA gene, partial sequence Lactiplantibacillus plantarum 1590 2082 2082 0.0 100.00% 1474 MT573571.1
Lactobacillus plantarum strain 1942 168 ribosomal RNA gene, partial sequence Lactiplantibacillus plantarum 1580 2082 2082 0.0 100.00% 1476 MT597758.1

Figure 48 :Exemple de résultats obtenu en utilisant BLASTN sur le site
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)

Tableau 20: Bactéries lactiques identifiées et leur pourcentage de similarité

Souche lactique Séquences relatives les plus proches | similarité de séquence [ %]
Lac 01 Lactobacillus plantarum MT611699.1 | 99,92%

Lac02 Lactobacillus plantarum MT597662.1 | 100%

Lac 03 Lactobacillus plantarum MT611699.1 | 100%

Lac 55 Lactobacillus plantarum GU125610.1 | 99,96%

Lac 58 Lactobacillus plantarum MT611699.1 | 100%
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I1.4.L’activité antifongique des bactéries lactiques

I1.4.1. Résultats de criblage des souches lactiques a activité antifongique

L’activité antifongique envers les souches fongiques isolées du blé tendre, café vert et
pois-chiche a été recherchée par deux méthodes : méthode de double couche et méthode de
confrontation.

Chez les souches des bactéries lactiques isolées a partir du lait de chamelle ; la sélection

des isolats bactériens a effet antifongique consiste a la production de substances actives

capables d’inhiber la croissance de ces moisissures.
11.4.1.1. Résultats de criblage par la méthode de double couche

Lors du premier criblage, 96 souches de bactéries lactiques ont été testées pour 1’activité
antifongique contre Aspergillus fumigatus par la méthode de double couche.

L’interaction entres les souches lactiques et Aspergillus fumigatus varie entre aucune
inhibition visible et 1’absence totale de croissance fongique comme le montre 1’aspect des

boites de pétri indique dans la figure 49

g‘ N

Figure 49: Activité antifongique des bactéries lactiques contre A.fumigatus par la méthode de

double couche

( A : temoin, B : faible activité inhibitrice, C : moyenne activité inhibitrice , D :forte activité inhibitrice, E : pas de croissance
antifongique) .

60% des souches lactiques ont montré leurs pouvoirs d’inhiber la germination des spores
dont la majorité appartenait au genre Lactobacillus avec un pourcentage correspondant a
35,55%, cependant 13, 33% , 6.66% et 3.33% des isolats a effet antifongique appartenaient
aux genres Leuconostoc, Pediococcus et Lactococcus respectivement .Par contre toutes les
souches appartenant aux genres Enterococcus et Streptococcus n’ont montré aucune activité

antifongique contre Aspergillus fumigatus (figure 50).
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Lactobacillus
- . 35,55
Bactérie Bactérie Leuconostoc
lactique sans lactique avec 13,33%
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[Lactococcus Pediococcus
6,66%
3,33%

Figure 50 : Distribution des genres selon 1’activité antifongique

Ces résultats se rapprochent de ceux de Gerez et al.(2009) qui ont rapporté que parmi 95
souches lactiques 63 sont capables d’inhiber la germination des spores , de la méme maniere
Lacanin et al.,(2017) ont rapporté que 61% des isolats lactiques ont un effet antifongique sur
la croissance des moisissures testées. Par contre Laref(2013) a rapporté que 16,66% des
isolats lactiques présentaient une activité antifongique dont 11% sont des Lactobacillus.
Dans cette étude aucune souche lactique appartenant aux genres Enterococcus et
Streptococcus n’a montré une inhibition antifongique cela s’oppose avec les travaux Kivanc
et al., (2014) , qui ont rapporté que Enterococcus durans F2.1 isolé a partir du Tarhana a une

forte activité antifongique contre un large spectre de moisissure.
11.4.1.2. Résultat de activité antifongique par la méthode de confrontation

L’évaluation in vitro de I’activité antifongique des bactéries lactiques par la méthode de
confrontation contre Aspergillus fumigatus est présentée dans le tableau21 qui montre que les
58 ,33% de bactéries lactique testées ont montré leur activité antifongique dont (35,41%,
11,45% ,6,25 % et 5,20% ) sont des Lactobacillus , Leuconostoc , Pediococcus et
Lactococcus respectivement qui ont inhibé la croissance mycélienne de la souche Aspergillus
Sfumigatus , ou le diametre de la colonie fongique est diminué par rapport au diametre du

témoin fongique comme indique dans la figure 51 .
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Figure 51 : Activité antifongique des bactéries lactiques par la méthode de confrontation

La comparaison des résultats de criblage des isolats lactiques a effet antifongique par la
méthode de double couche par rapport a ceux obtenus par la méthode de confrontation a
montré que 87,1% des souches ont un effet sur la croissance mycélienne et sur la germination
des spores d’Aspergillus fumigatus en méme temps. Cependant 7,85% des isolats ont un effet
faible sur la croissance mycélienne uniquement, alors que 5,05%des isolats ont un effet sur la
germination des spores seulement

Ces tests indiquent la synthése des composés a activité antifongique par les souches
lactiques testées

Tableau 21 : Criblage des bactéries lactiques a effet antifongique

Lactobacillus plantarum (lacl) +++ 8,66 65,33+2,30 66,04+0,77
Lactobacillus plantarum (lac 2) +++ 8 68+4 65,06+2,03
Lactobacillus plantarum (lac3) +++ 4,66 81,33+2,30 69,06+1,38
Lactobacillus rhamnos (lac6) ++ 11,33 54,66+2,30 18,51+2,25
Lactobacillus acidophilus (lac9) +++ 5 80+4 65,69+1,72
Lactobacillus fermentum (lacll) ++++ 0 100% 95,65+0,40
Lactobacillus acidophilus (lac 22) +++ 8,33 66,66+4,61 65,55+2,25
Lactobacillus acidophilus (lac26) +++ 6,66 73,33+2,30 71,35+1,40
Lactobacillus casei (lac 38) +H++ 0 100% 82,24+ 22,79
Lactobacillus casei (lac39) +++ 7,66 69,33+4,61 54,3242,17
Lactobacillus brevis (lac 41) + 19,33 22,66+16,16 2,59+1,48
Lactobacillus brevis (lac 42) _ 24,66 1,33+2,30 0
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Lactobacillus brevis (lac45) - 25 0% 0
Lactobacillus reutri (lac 52) - 25 0% 0
Lactobacillus rhamnos (lac 54) ++ 14 4444 13,7044,49
Lactobacillus plantarum (lac 55) +++ 6,33 74,66£2,30 71,35£2,99
Lactobacillus casei (lac 56) ++++ 0,66 97,33+4,61 90+5,70
Lactobacillus plantarum (lac 57) +++ 8,33 66,66+4,61 53,45+2,73
Lactobacillus plantarum (lac 58) +++ 7,33 70,66£2,30 60,37+2,31
Lactobacillus frumenti (lac 60) ++ 12,33 50,66+2,30 36,04+3,44
Lactobacillus fermentum (lac 61) +++ 7,66 69,33+2,30 49,38+7,70
Lactobacillus brevis (lac 62) + 25 0% 1,11£1,92
Lactobacillus kimchii (lac65) ++ 16,33 34,66+2,30 6,1745,65
Lactobacillus homohiochii (lac 67) ++++ 0 100% 91,97+2,82
Lactobacillus casei (lac 68) + 16,66 33,33+6,11 5,92+5,01
Lactobacillusplantarum (lac 69) - 24,66 1,33+2,30 0
Lactobacillus casei ( lac 71) - 24 414 0
Lactobacillus pentosus (lac 72) +H++ 0 100% 86,41+7,70
Lactobacillus frumenti (lac 73) + 17,33 30,666,11 4,93+2,13
Lactobacillus harbinensis (lac 74) + 20,33 18,66+2,30 0
Lactobacillus frumenti ( lac 75) + 17,66 29,33+2,30 0
Lactobacillus enshiensis (lac 76) + 19 2444 11,1143,70
Lactobacillus frumenti (lac 77) ++ 12 5244 22.22+3.70
Lactobacillus frumenti (lac 78) - 25 0% 0
Lactobacillus reutri (lac 79) + 24,33 2,66+2,30 0
Lactobacillus frumenti (lac 80) ++ 11,66 53,33%2,30 39,50+4,27
Lactobacillus reutri (lac 81) + 21,33 14,66+2,30 0
Lactobacillus frumenti (lac 82) ++ 9,66 61,33+2,30 61,7245,65
Leuconostoc mesenteroides CO2 ++ 17,66 55,83+6,29 29,62+ 3,70
Leuconostoc mesenteroides CO13 ++ 9,66 75,83£8,03 37,03+£7,19
Leuconostoc mesenteroides CO22 ++ 40 0 40,33+1,67
Leuconostoc mesenteroides CO27 + 40 0 0
Leuconostoc mesenteroides CO30 ++++ 2,66 93,33+6,29 18,67+4,52
Leuconostoc mesenteroides CO31 + 20,66 48,33£7,63 0
Leuconostoc mesenteroides CO36 + 19,33 51,66+8,77 0
Leuconostoc mesenteroides CO40 +++ 11,66 70,83£7,63 27,5+7,67
Leuconostoc mesenteroides CO45 - 40 0 0
Leuconostoc mesenteroides CO46 - 40 0 0
Leuconostoc mesenteroides CO48 + 25 37,5£13.91 0
Leuconostoc mesenteroides CO49 ++ 10,66 73,33+3,81 11,04+1,22
Leuconostoc mesenteroides CO51 +++ 7 82,5425 33,4+10
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Leuconostoc mesenteroides CO52 ++ 9,33 76,66+15,06 90,87+2,60
Leuconostoc mesenteroides CO58 + 21,33 46,66+9,46 0
Pediococcus pentosaceus CO8 +++ 10 75+7,5 85,18+7,88
Pediococcus pentosaceus CO28 +++ 7,66 80,83+3,81 74,04+ 3,90
Pediococcus pentosaceus CO33 +H++ 2 95+5 62,96+3,70
Pediococcus pentosaceus CO34 +++ 10,66 73,33+5,20 25,740,20
Pediococcus pentosaceus CO44 + 27 32,5£15,61 0
Pediococcus pentosaceus CO47 ++ 27 32,544,33 10,03+£10,91
Lactococcus lactis CO23 + 37,33 6,66+6,29 0
Lactococcus lactis CO32 +++ 12,33 69,166,29 56,77+4,17
Lactococcus lactis CO35 - 39,66 0,83+1,44 0
Lactococcus lactis CO38 +++ 11,33 71,66+8,03 34,59+15,87
Lactococcus lactis CO50 + 31 22,545 0

++++ pas de croissance fongique , +++ forte inhibition antifongique, ++ moyenne inhibition antifongique + faible inhibition

antifongique , pas d’inhibition antifongique

11.4.2. Résultat de I’activité antifongique sur milieu liquide

L’effet des souches lactiques productrices de composés extracellulaires sur la biomasse
fongique développée par Aspergillus fumigatus a été analysé au moyen de changements
quantitatifs se produisant dans les processus d’accumulation de biomasse, dans des conditions
de croissance simultanée des deux especes.

De maniere générale, la plus part des souches de bactéries lactiques ont induit divers degrés
d'inhibition sur la biomasse fongique d’Aspergillus fumigatus comparativement au témoin.

La biomasse fongique a été fortement inhibée par les souches L. fermentum (lacll) , L.
homohiochii (lac 67), L. casei (lac 56) , L. pentosus (lac 72) , L. casei (lac 38), L
mesenteroide (COS52) et P.pentosaceus(CO8) , avec des pourcentages d’inhibition supérieur
a 82% (figure 53 et 54). D’une autre part l'inhibition de la croissance de la biomasse fongique
la plus faible a été induite par les souches L. brevis (lac 41) , L. brevis ( Lac 62) , L. kimchii
(lac 65) , L. casei (lac 68 , L. frumenti (lac 73), L. enshiensis (lac 76), P. pentosaceus (CO47)
et L. mesenteroides (CO49) avec un pourcentage d’inhibition inférieur a 12 % comme indiqué

dans les figures 52 et 53.
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Figure 52: activité antifongique des coques lactiques sur systeme liquide
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Figure 53: Activité antifongique des Lactobacillus sur systeme liquide
Le comportement d’Aspergillus fumigatus en présence des bactéries lactiques était différent

selon la souche co-cultivée comme indiqué dans la figure 54.
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Sous I'influence des souches a forte activité inhibitrice un petit biofilm fongique non épais
sporulé sur sa surface a été formé.

Les souches L. frumenti (lac 82), L. frumenti (lac 77) et L. lactis(CO32) ont partiellement
inhibé la formation de biofilm avec une grande zone centrale dépourvue de mycélium et de
faibles points de sporulation. Le biofilm fongique s’est formé recouvert a la surface, mais la
sporulation a été inhibée sous I’influence de la souche L.plantarum (lac 55). Sous I’influence
de L. casei (lac 56) quelques petites colonies fongiques séparées et sporulées ont été formées.

Ces résultats sont en accord avec ceux du Matei et al.(2016) qui ont testé I’activité
antifongique des bactéries lactiques contre P. expansum sur milieu liquide ou I’activité
antifongique était au tour de 8,82 % jusqu’a 80%, méme des résultats similaires ont été
rapportés par Adebayo et Aderiye (2010), lorsqu’ils ont testé 1’activité antifongique des
souches du genre Lactobacillus contre P. citrinum sur milieu liquide.

De plus, selon Matei et al. (2016), les composés antifongiques produits par les souches de
bactéries lactiques pourraient limiter la croissance fongique et la formation de biofilms,
conduisant a 1'idée que les métabolites extracellulaires peuvent interagir avec des composés
influencant les systemes de détection du quorum chez les champignons. Selon les recherches
sur le biofilm fongique, ces composants, qui comprennent différents alcools, peptides, lipides,
acétaldéhyde et produits chimiques volatils, peuvent se comporter comme des molécules
impliquées dans la morphogenese, la production de mycélium, la pathogénicité et d'autres

fonctions fongiques.

D'apres nos résultats sur 'activité antifongique de ces isolats, le milieu solide est meilleur
que le milieu liquide. Ce type d'observation a été publié par d'autres chercheurs (Shomura et
al., 1979 ; Iwai et al. Ornura, 1982). Le passage d'un milieu solide & un milieu liquide pose
parfois un probleme d'efficacité de production d'un agent antimicrobien en milieu liquide.
Shomura et al. (1979) et Nisbet (1982) 1'expliquent car la distribution des nutriments dans

les milieux liquides varie avec le temps alors que leur distribution en milieu solide et autour
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des colonies ne varie pas ou varie peu. Au contraire Matei et al.(2016) lors de leur étude sur
la bioprotection des produits alimentaires frais contre la moisissure bleue en utilisant des
bactéries lactiques aux propriétés antifongiques ont rapporté qu’un pourcentage plus élevé
d'inhibition de la croissance fongique dans les milieux liquides que sur milieux solides cela a
été expliqué par la plus grande diffusion des composés antifongiques et leur fort contact avec

les spores fongiques dans les milieux liquides .
I1.4.3. Résultats de la détermination du spectre antifongique

Dans ce test uniquement les souches ayant une activité antifongique forte et moyenne ont
été utilisées pour la détermination du spectre antifongique
Différents degrés d’inhibition ont été observés contre A. flavus, A. ochraceus, Aspergillus
niger , A. clavatus, A. carbonarius , P. Italicum, P. digitatum , F. graminearum et
cladosporium (tableau 22 ). Il a également été observé qu’en présence des souches
antagonistes, 1’aspect macroscopique des colonies fongiques changeait, les colonies sont
floconneuses et ont montré une activité conidiogene diminué de plus, les conidies sont
généralement plus éloignées de la croissance bactérienne

Cinq souches lactiques (L. plantarum (lac O1), L. frumenti (lac 77), L. mesenteroides
(COS52), P. pentosaceus (CO8), P. pentosaceus (CO28) ont montré une capacité a inhiber
fortement les cibles fongiques sélectionnés et ce sont les seuls souches lactiques effectives
contre A. niger la plus résistante.

globalement, Fusarium graminearum , Cladosporium et Penicillium digitatum sont les
champignons les plus fréquemment inhibés , I’aspect macroscopique de ces especes

fongiques est indiqué dans les figures 55 et 56.

confrontation

(T : témoin, A :Lb. plantarum Lac57, B : Leuconostoc mesenteroides CO30, C :Lb. casei Lac 39)
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Figure 56: Inhibition de la croissance de Penicillium digitatum par les bactéries lactiques

(E : témoin , A :L.homohiochii Lac , B : Lactococcus lactis CO38, C : L. caseilLac38, D : L. plantarum Lac 55, F : L.
acidophilusLac9, G : L. plantarum Lac57, H : Lactococcus lactis CO38)

La croissance mycélienne ainsi que la germination des conidies d’A. clavatus et P.
italicum ont été inhibées par la majorité des souches lactiques avec un pourcentage variant
entre (10,5% et 100%) et ( 8,76- 100%) respectivement.

Des pourcentages tres élevés (>70%) de I’inhibition de la croissance mycélienne d’A.
ochraceus ont été obtenus par les souches L. plantarum (lac 01), L. fermentum (lac 11), L.
casei (lac 38), L. casei (lac 39), L. rhamnos(lac 54), L. plantarum (1ac55) , L. frumenti (lac
77), alors qu’ils étaient tres faibes avec L. rhamnos (lac6) , L. acidophilus (lac26) , L.

plantarum (1ac57), L. pentosus (lac 72) comme indiqué dans la figure 57.

Figure 57: B :L’inhibition d’Aspergillus ochraceus par la méthode de double couche et de

confrontation (A : temoin , B : L. acidophilus Lac 26, C : L. plantarum Lac 03, D : L. rhamnos Lac 06,E : L. plantarum

Lac57, F : Leuconostoc mesenteroides C0O22)
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Les souches lactiques L. plantarum (1ac55), L. frumenti (lac77) et L. mesenteroides (COS52)
ont fortement inhibé la germination des spores ainsi que la croissance mycélienne d’A.
carbonarius avec des pourcentages correspondant a 92,2% , 60 et 92,1% respectivement, la

figure 58 montre 1’aspect macroscopique de cette espece fongique

Figure 58 : Inhibition de la croissance d’Aspergillus carbonarius par les bactéries lactiques

(A : Lb. plantarum (1ac55), B : Lb. frumenti (1ac77), C : Ln.
mesenteroides CO2,D :Lb. acidophilus lac26)

En plus Aspergillus flavus a été fortement inhibé par les souches Lb. acidophilus (1ac22), Lb.
plantarum (lac55), Lb. frumenti (1ac77), Leuconostoc mesenteroides (CO13) et (COS52) et
moyennement inhibé par Lb. casei (Lac 39) et Lb. acidophilus (Lac9) comme indiqué dans

la figure 59.

Figure 59: Inhibition de la croissance d’Aspergillus flavus par les bactéries lactiques

(T : témoin , A et D : Lb. casei Lac 39, Bet E : Lb. acidophilus Lac9)
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Tableau 22

A.ochraceus A.flavus A.carbonarus A.clavatus A.niger P.italicum P.digitatum F..graminiruem Cladosporium
ILb. plantarum(lac01) +++ 73,80 + 34 ++ 10,5 +++ 76 ++ 50 +++ 48,8 ++ 45,6 +++ 71,77 +++ 0
ILb. plantarum Lac02 - 0 + 32 - 0 + 0 - 0 + 0 ++ 48,9 +++ 84,4 +++ 0
ILb. plantarumLac 03 +++ 52,38 - 0 + 0 +++ 64 + 40 +++ 48,8 +++ 80,1 +++ 51,19 +++ 0
ILb. rhamnos Lac 06 + 0 ++ 46 + 0 + 0 - 0 ++ 8,76 +++ 75,5 +++ 40 +++ 0
ILb. acidophilus Lac9 ++ 28,57 ++ 52 + 9.8 + 0 - 0 +++ 53,3 ++++ 98,2 +++ 59,3 +++ 0
ILb. fermentum Lac 11 +++ 71,42 + 0 ++ 16,6 +++ 84 - 0 ++ 22,8 +++ 70,2 +++ 52,3 +++ 0
ILb. acidophilusLac 22 ++ 40,47 | +++ 98 ++ 15,6 +++ 74 - 0 ++ 21,9 ++ 52,8 +++ 100 +H++ 0
ILb. acidophilusLac26 + 4,76 + 18 + 0 ++ 53 - 0 + 0 ++ 49,6 +++ 82,22 ++++ 0
ILb. casei Lac38 +++ 76,19 - 0 ++ 10,5 ++++ 86 - 0 +++ 57,9 +++ 82,5 +++ 71,11 ++++ 0
ILb. casei Lac 39 +++ 78,57 ++ 50 ++ 11,2 ++ 43 - 0 ++ 20,5 ++ 52,5 +++ 68,88 ++++ 0
ILb. rhamnos Lac54 +++ 88,09 + 20 +++ 60 +++ 70 - 0 +++ 60 +++ 47,5 +++ 57,77 ++++ 0
ILb. plantarumLac 55 ++++ 100 +++ 80 +++ 92,2 +++ 75 + 5 ++++ | 83,3 ++++ 60,5 +++ 100 ++++ 0
ILb. casei Lac 56 ++ 42,85 - 0 + 11,2 ++ 40 - 0 ++ 35,7 ++ 54,8 +++ 31,11 +++ 0
ILb. plantarum Lac57 + 0 - 0 - 0 + 0 - 0 ++ 10,9 ++ 34 +++ 33,33 +++ 0
ILb ; plantarumLac58 ++ 47,85 + 0 + 11 ++ 54 - 0 ++++ 65 ++++ +++ 22,22 +++ 0
ILb. frumenti Lac60 - 0 - 0 - 0 + 12 - 0 ++ 0 ++ 53,7 +++ 11,5 +++ 0
ILb. kimchiiLac65 ++ 21,42 - 0 + 10 + 0 - 0 +++ | 23,6 ++ 41 +++ 53,33 +++ 0
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A.ochraceus A.flavus A.carbonarus A.clavatus A.niger P.italicum P.digitatum F..graminiruem Cladosporium
Lb. homohiochiiLac 67 - 0 - 0 - 0 - 0 - 0 ++ 0 ++ 40,8 +++ 62,22 +++ 0
Lb. pentosusLac72 + 0 - 0 - 0 - 0 - 0 ++ - ++ 39,7 +++ 45,5 4+ 0
Lb. frumentiLac77 +++ 92,85 +++ 70 +++ 60 ++ 57 + 7 ++++ | 79,1 ++++ 98,6 +++ 80,5 +++ 0
Lb. frumenti Lac80 ++ 35,71 + 30 + 0 ++ 10 - 0 + 0 ++ 51 +++ 45,5 +++ 0
Lb. frumenti Lac82 + 0 - 0 - 0 + - - 0 + 0 ++ 41,8 +++ 40,3 +++ 0
Leuconostoc CO2 + 14,2 +++ 35,38 ++ 10,9 +++ 100 - - +++ 100 +++ 59,9 +++ AC +++ AC
Leuconostoc CO13 +++ 14,28 +++ 83,87 ++ 12,3 +++ 84 - - ++ 60,2 +++ 59,9 +++ AC +++ 98
Leuconostoc CO22 + 18,36 ++ - - - +++ 70 - - ++ 44,2 +++ 60,3 +++ AC +++ AC
Leuconostoc CO30 + 8,16 ++ - - - ++ 10,5 - - ++ 39 ++ 52,3 +++ 71,7 +++ 97
Leuconostoc CO40 + 10,11 - - - - + - - - + - +++ 70,6 +++ 66,6 +++ AC
Leuconostoc CO49 - - - - - + - - - + - ++ 53,3 +++ 70,4 +++ 90
Leuconostoc CO51 - - - - - - ++ 52,6 - - + 27,6 ++ 46,6 +++ 63,71 +++ Ac
Leuconostoc CO52 +++ 38,77 +++ 64,61 +++ 92,1 +++ 76,66 ++ 433 | +++ 75 ++++ 100 +++ AC +++ AC
Pediococcus CO8 +++ 32,65 ++ 53,33 +++ 20 +++ 84,5 + 255 | +++ 57,5 ++++ 100 +++ AC +++ AC
Pediococcus CO28 ++ 34,69 +++ 51,2 ++ 15,2 +++ 70,6 + 10,1 +++ 100 ++++ 100 +++ 98,4 +++ AC
Pediococcus CO33 ++ 59,18 ++ 52,3 ++ 14,9 +++ 74,6 + - ++ 40,1 +++ 56,7 +++ 48,22 +++ 80
Pediococcus CO34 + 16,32 - - - - ++ 50,1 - - ++ 47,5 +++ 57,9 +++ 73,3 +++ 91
Pediococcus CO47 + 16,32 - - - - ++ 53,33 - - + 333 ++ 87,8 +++ 73,3 +++ 92
Lactococcus CO32 - - - - - - + 23,5 - - ++ 45,5 +++ 70 +++ 28,8 +++ 80,7
Lactococcus CO38 + - - - - - + 34,8 - - ++ 38,9 + 25 +++ - +++ AC
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Des travaux précédents ont montré la grande activité antifongique de Lactobacillus
plantarum contre plusieurs moisissures. Gerez et al.(2013) ont rapporté que les souches CRL
681, CRL788, CRL759 et CRL 142 qui appartiennent a I’espece Lactobacillus plantarum
possedent un effet inhibiteur tres fort (> 80%) contre Aspergillus niger, Fusarium
graminirearum , Penicillium digitatum et G.citri-auranti, cette espece a aussi une bonne
activité contre Penicillium solitum, Aspergillus versicolor et C.herbarum (Cheang et
al .,2014). En plus elle a inhibé la croissance mycélienne d’un large spectre de moisissure
contaminant le blé y compris Alternaria alternata, Penicillium expansum, Penicillium
chrysogenum, Penicillium gabirum, Aspergillus carbonarius et Aspergills flavus (Belkacem,
2014). Penicillium commune, Yarrowia lipolytica, Aspergillus tubingensis (Ouiddir et al .,
2019)

Dans cette étude deux isolats Pediococcus pentosaceus ont montré leur forte activité
inhibitrice avec un large spectre antifongique, par contre trois isolats de la méme espece ont
une activité antifongique envers un certain nombre de souches avec différents degrés.

L’activité antifongiques des Pediococcus pentosaceus a été aussi signalée par plusieurs
auteurs Belkacem et al.(2014)qui ont reporté que Pediococcus pentosaceus Lab 1 possedent
une activité antifongique contre A.alternata et P.chrysogenum seulement alors que
Pediococcus pentasaceus 1LAB12 a montré une réduction significative de la croissance radiale
d’Aspergillus carbonarius , F . graminearum , Alternara alternata , Penicillium expansum
avec des pourcentages d’inhibition superieurs a 50% . D’apres les résultats de Sadeghi et al
.(2016) , Pediococcus pentosaceus isolée a partir du levain d’orge complet avait un effet
antifongique significatif sur Aspergillus flavus et Aspergillus niger.

Selon Lacanin et al.(2017) 11 souches de Pediococcus pentosaceus isolées a partir du

salami n’ont montré aucune activité antifongique vis avis Penicillim brevicampactum.

D’apres Ouiddir et al.(2019) les souches Leuconostoc mesenteroides isolées a partir du
lait de chamelle et du lait de cheévre ont completement inhiber la croissance d’ Aspergillus
tubingensis mais vis-a-vis des autres souches fongiques utilisées, elles posseédent un court
spectre antifongique qui difféere d’une souche a ’autre . Selon Cabo et al.(2002), la souche
leuconostoc mesenteroides a été testée pour son activité antifongique contre P. discolor, P.
commune, P. roqueforti P.commune et Aspergillus versicolor par la méthode de double
couche sur milieu MRS ou un effet antifongique moyen a été observé contre P. discolor et

Aspergillus versicolor et un effet faible contre P. commune mais aucun effet n’avait été
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observé contre P.roqueforti. Dans une autre étude Lactococcus lactis et Leuconostoc

mesenteroides n’ont montré aucune activité antifongique (Cheang et al .,2014)
11.4.4. Aspect microscopique des souches fongiques inhibées par les bactéries lactiques

L’étude des structures fongiques par microscopie optique a mis en €vidence des altérations
morphologiques des souches fongiques prises de la zone d’inhibition créée autour des stries
bactériennes comme indiqué dans la figure 60

Les observations microscopiques ont montré que les hyphes des Aspergillus fumigatus, A.
flavus et A. ochraceus ont été endommagées par les substances antifongiques produites par les
souches L. plantarum (Lac 55), L. plantarum Lac 1, ainsi que une réduction marquée de la
formation de conidiophores a été observé chez A. carbonarius , A. clavatus, F. graminearum
inhibées par les souches Lactobacillus . Les observations microscopiques ont montré aussi
que les conidiophores de P. italicum et P. digitatum portent des chaines rares et tordues d’une
conidie typique. Ces changements dans la morphologie fongique peuvent étre dus a
I’altération de la membrane cytoplasmique en inhibant la synthése d’ergostérol dans la cellule

fongique ou a I’altération de la paroi cellulaire en inhibant la synthese de B-glucans.

Y

Figure 60 : Aspects microscopiques des souches fongiques inhibées par les bactéries

lactiqueS(A : F. graminearum( agrandissement100x) , B : A. fumigatus ( agrandissement100x) : C : P. digitatum (

agrandissement 400x) ,D : A. flavus( agrandissement 400x) E :A. ochraceus, F :P. italicum( agrandissement 400x)

Ces résultats sont en accord avec ceux publiés par Matei et al. (2015) qui ont rapporté
que des altérations hyphales , des hyphes vacuolées , des conidiophores décomposés rares et

tordus , une désorganisation des métules atypiques ainsi que un retard dans la formation des
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conidies de Penicillium digitatum ont été€ observées dans la zone d’inhibition créées autour
des spots bactériennes. Ils sont aussi sont similaires a ceux de Deepthi et al. (2016) dans
lesquels I’effet de Lactobacillus plantarum MYS6 sur la morphologie d’A. flavus et d’A.
parasiticus a montré une croissance hyphale déformée ainsi qu’un développement conidial et

une déformation substantielle.

Pradhan et al.( 2021) ont rapporté qu’ en présence d’isolats lactiques, la sporulation chez
les champignons aflatoxigenes a été affectée par des structures hyphales aberrantes

déformées et a conduit a une déformation de la morphogenese conidiale.

Selon Chanda et al.(2009) Les isolats bactériens ont été trouvés en masse collective
autour des hyphes perturbant la structure fongique alors qu’en 1’absence d’isolats, une
morphogenese saine a été observée avec des conidiophores et des conidies bien développés,

avec un grand nombre de vésicules agissant comme un entrepot de AFB1.

D’autre observation microscopiques ont montré que 1’aspect morphologique d’Aspergillus
niger , A. flavus , A. carbonarius , inhibé par les souches lactiques n’a pas changé . Cette
activité antifongique non morphogene contre un large spectre de champignons, peut étre

probablement due a I’altération de la perméabilité membranaire par les agents antifongiques.
I1.4.5. Résultats de I’activité antifongique du surnageant acellulaire

L’activité antifongique d’une substance produite par les souches de bactéries lactiques, qui
peuvent étre contenues dans les surnageants, a été étudiée selon la méthode des puits.
L’apparition d’une zone d’inhibition détermine la présence d’une activité antifongique

comme indique dans la figure 61).

C
Aspergillus fumigatus -

Figure 61: activité antifongique du surnageant acellulaire des bactéries lactiques

( A :Lactobacillus plantarum Lac3,B : Lactobacillus plantarumLac2 , C :Lactobacillus rhamnos Lac6, D : Lactobacillus plantarum Lacl)



Partie expérimentale Résultats et discussions

135

Le surnageant acellulaire de la majorité des bactéries lactiques utilisées a montré différents
diametres des inhibitions variant entre 2,33+0,57 et 14,67+2,Imm (tableau 22). D’autre part,
aucune zone d’inhibition n’a été observée autour des puits dans lesquels les surnageants
acellulaires de L. mesenteroides CO49, P. pentosaceus CO47 et L lactis CO38 ont été
introduits .

Les surnageants des L. fermentum (Lac 11), L. casei (Lac 38), L. homohiochii (1ac67), P.
pentosaceus CO28 et P. pentosaceus CO33 ont montré une bonne activité antifongique avec
des zones d'inhibition de 14 mm et 13 mm.

Tableau 23: diametre de la zone d’inhibition

Le surnageant des bactéries lactiques DI Le surnageants des bactéries lactiques DI
Lactobacillus plantarum Lacl 10,66+1,15 | Lactobacillus pentosus Lac72 13,9+0,85
Lactobacillus plantarum Lac2 12,33+0,57 | Lactobacillus frumenti Lac77 2,33+0,57
Lactobacillus plantarum Lac3 12,83+0,76 | Lactobacillus frumenti Lac80 5,66+1,52
Lactobacillus rhamnos Lac6 8,66+0,57 | Lactobacillus frumenti Lac82 7,16+£0,76
Lactobacillus acidophilus Lac9 11,5%2,29 | Leuconostoc mesenteroides CO2 7.33+1
Lactobacillus fermentum Lacll 13,161,04 | Leuconostoc mesenteroides CO13 4+0.25
Lactobacillus acidophilus Lac22 12,03%1,26 | Leuconostoc mesenteroides CO22 10.83+0.33
Lactobacillus acidophilus Lac26 11,9341 Leuconostoc mesenteroides CO30 9.12+0.22
Lactobacillus casei Lac38 13,5+1,32 | Leuconostoc mesenteroides CO40 5.33+ 0.56
Lactobacillus casei Lac39 11,33%2,08 | Leuconostoc mesenteroides CO49 /
Lactobacillus rhamnos Lac54 5,16x1,25 | Leuconostoc mesenteroides CO51 11.2+2.75
Lactobacillus plantarum Lac55 9,96+0,95 | Leuconostoc mesenteroides CO52 11+0.98
Lactobacillus casei Lac56 14+0,5 Pediococcus pentosaceus CO8 12.33+3
Lactobacillus plantarum Lac57 112,64 Pediococcus pentosaceus CO28 14.67+2.1
Lactobacillus plantarum Lac58 8,26+0,25 | Pediococcus pentosaceus CO33 13.44+3
Lactobacillus frumenti Lac60 3,33+1,52 | Pediococcus pentosaceus CO34 9.98+0.42
Lactobacillus fermentum Lac61 9,83+0,76 | Pediococcus pentosaceus CO47 /
Lactobacillus kimchii Lac65 3,83+1,75 | Lactococcus lactis CO32 11.05+0.64
Lactobacillus homohiochii Lac67 14,160,28 | Lactococcus lactis CO38 /

La zone d'inhibition d'un bon agent antimicrobien différe d'un auteur a l'autre. Selon
Juodeikiene et al.(2018), des diametres des zones d’inhibition autour de 19mm et 21 ont été
atteints avec le surnageant acellulaire de P. acidilactici Ktu05-7 et P. pentosaceus KTU0S5-10
contre P. chrysogenum , le méme diametre a été rapporté par Roy et al.(1996)lorqu’ils ont

met en contact le surnageant acellulaire de L. lactis avec A. flavus et A. parasiticus.

Ce résultat indiquent que nos souches lactiques produisent des substances antimicrobiennes
et que les substances actives accumulée dans le milieu de culture, qui a joué un rdle important

dans inhibition de la croissance de (Gerez et al., 2013).
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11.4.6. Effet de variation des conditions de croissance sur la production de composés
antifongiques

I1.4.6. 1. Activité antifongique a différentes températures d’incubation

Cinq bactéries lactiques ont été testées pour déterminer si les souches ont la capacité de
produire leur activité inhibitrice a une large gamme de températures, dont les résultats sont

présentés dans le tableau 23.

Les cultures ont été incapables de se développer a 45°C, et par conséquent aucune activité
antifongique n'a pu étre détectée dans ces conditions. Les cinq cultures ont bien poussé
lorsqu'elles ont été incubées entre 25° et 37°C, affichant différents niveaux d'activité
antifongique, ce qui a montré que la température 30°C conduit a une production optimale des
composés antifongiques par toutes les souches lactiques utilisées .Par contre une diminution

d’activité antifongique a été enregistré a 25°C et a 37°C .

Tableau 24 : Effet de la température d’incubation sur 1’activité antifongique

Les souches lactiques 25°C 30°C 37°C 45°C
Lactobacillus plantarum Lac01 ++ ++++ ++ /
Lactobacillus frumenti Lac 77 ++ +++ +++ /
Leuconostoc mesenteroides CO52 + +++ ++ /
Pediococcus pentasaceus CO8 + +++ ++ /
Pediococcus pentasaceus CO28 + +++ + /

Cette observation est en accord avec une études précédente réalisée par Roy et al.(1996)
quand ils ont étudié l'effet de la température d'incubation sur la production de composés
antifongiques par Lactococcus lactis subsp. lactis, et ils ont rapporté une production optimale
a 30 °C .Corsetti et al. (1998), ont également signalé une production maximale d’acides
organiques, ayant une activité antifongique, par L. sanfrancisco (L. sanfranciscensis) apres 48
h d’incubation a 30 °C. Laref(2013), a rapporté qu’aucune formation de conidies n’était
observée quand les Lactobacillus ont été incubé a 30°C et ils ont suggéré que cette
température est la meilleure pour la production des métabolites antifongiques. Par contre
Reddy et Ranganathan (1985), ont rapporté qu’une production maximale des métabolites
antifongiques par Lactococcus lactis subsp. diacetylactis s’est produite a 25°C.Sangmanee et

Hongpattarakere (2014) quand Lactobacillus plantarum K35 a été incubé 37°C.
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I1.4.6. 2. Activité antifongique a différents pH du milieu

Les cinq souches lactiques productrices de substances antifongiques ont été cultivées sur
MRS qui avait été ajusté pour un pH compris entre 4 et 8. Les cinq isolats lactiques se sont
développés de maniere compétente a chaque valeur de pH, bien que les cultures cultivées a

pH 8 semblent légerement moins que les autres cultures.

Les cultures ont été testées par rapport a 1’indicateur fongique, Aspergillus fumigatus,
apres 72 h pour déterminer I’effet de la variation du pH sur I’activité antifongique. Les
résultats sont présentés dans le tableau 24. L’activité antifongique semble étre plus forte dans
la gamme de pH neutre, et moyenne dans la gamme de pH inferieur, bien qu’une une faible

inhibition fongique soit encore observée lorsque les souches ont été cultivées a pH 8

Tableau 25 : Effet du pH du milieu de culture sur I’activité antifongique

Les souches lactiques pH 4 pHS pH 6 pH7 pH 8
Lactobacillus plantarum (lac 01) + ++ ++++ +++ +
Lactobacillus frumenti (lac77) ++ + +++ +++ +
Leuconostoc mesenteroides (CO52) ++ ++ +++ ++++ ++
Pediococcus pentasaceus( COS8) ++ ++ +++ ++ +
Pediococcus pentasaceus( CO28) + ++ +++ +++ +

Figure 62 : Activité antifongique du L.plantarum lac Olen fonction du pH
(A:pH=4,B: pH=8)
Ces résultats sont en accord avec ceux publiés par Sangmanee et Hongpattarakere (2014) et
par Falguni et al.(2010) qui ont rapporté qu’une optimale production de métabolites a été

observé entre pH 6 a 7 par contre Rouse et al. (2010) ont montré que 1’activité antifongique
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de Lactobacillus plantarum semble étre plus forte dans la gamme de pH inférieure. D une
autre part Magnusson et schununer (2001) ont rapporté que la souche Lactobacillus

coryniformis présente une activité antifongique maximale aux pH élevés.
11.4.6. 3. Activité antifongique en fonction de source de carbone

Pour déterminer s'il y avait une corrélation entre I'activité antifongique et la composition du
milieu de culture, les cinq isolats antifongiques ont été cultivés dans une variété de sucres,
dont les résultats sont présentés dans le tableau 26. Les résultats montrent que lorsqu'ils sont
cultivés dans les différentes sources de carbone l'activité antifongique contre Aspergillus

Jfumigatus est meilleure que en milieu MRS préparé avec du glucose.

Tableau 26 : Effet de la source du carbone sur I’activité antifongique

Les souches lactiques Glucose sucrose lactose Fructose | maltose sorbitol
Lactobacillus plantarum (lac 01) ++++ ++ ++ + ++ ++
Lactobacillus frumenti (lac 03) +++ + ++ + + +++
Leuconostoc mesenteroides CO52 +++ ++ +++ + +++ ++
Pediococcus pentasaceus CO8 +++ ++ ++ ++ ++ ++
Pediococcus pentasaceus CO28 +++ ++ 4+ + ++ +

Des résultats similaires ont été obtenus par Rouse et al.(2010) et Vahidi et al.(2010)
lorsque ils ont étudié I’effet de la source de carbone sur la croissance et la production des
substances antifongiques par les bactéries lactiques , la méme remarque a été faite par El
Banna ( 2006) lors de son étude sur I’activité antimicrobienne de C.Xerosis NB-2 , il a
rapporté que une activité inhibitrice élevée a été induite avec le glucose , et moins d’activité a
été observée avec le maltose ,saccharose, galactose, ribose, fructose et arabinose .Cela a été
expliqué que la variation dans I’environnement de fermentation entraine souvent une
perturbation de production d’agent antimicrobien. L’altération implique des changements a la

fois dans les rendements et dans la composition des substances (Roitman et al.,1990)

Le glucose est généralement une source de carbone appropriée pour la croissance de micro-
organismes. Cependant, des études ont montré que le glucose interfere avec la biosynthese de
nombreux agents antimicrobiens comme la bacitracine (Haavik, 1974) et l'actinomycine
(Gallo et Katz, 1972) et il n'a pas été fréquemment utilis€é pour le la croissance et la

production de composés bioactifs a partir de certains actinomycetes (Huck et al., 1991). Les
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polysaccharides ou les oligosaccharides se sont souvent avérés meilleurs que le glucose

comme sources de carbone pour la production d'antibiotiques (Martin et Demain, 1980)

I1.4.7. Caractérisation des métabolites antifongiques
11.4.7. 1. Influence de pH

L'activité antifongique du surnageant acellulaire neutralis€ a été déterminée. Les
surnageants acellulaires des Lb.plantarum lac 01, Lb.frumenti lac77, Ln. mesenteroides
CO52, Ped. pentosaceus COS, Ped. pentosaceus CO28 dont le pH a été ajusté a 6 ont
présenté des effets différents sur lI'inhibition de la croissance d’Aspergillus fumigatus avec de
grandes zones claires autour du puits perforés par rapport au témoin . Le surnageant
acellulaire de P. pentosaceus COS a présenté 1'effet antifongique le plus fort (10,83mm) et le
surnageant acellulaire de L. mesenteroides CO52 présenté 1’effet antifongique le plus faible
avec (4,83mm) comme indiqué dans la figure 64
Ces résultats indiquent qu'a l'exception de l'acide organique, il pourrait y avoir d'autres
substances ayant une activité antifongique dans le surnageant acellulaire . D’une autre part
cette activité a été éliminée avec le surnageant acellulaire de L. frumenti lac 77 ce qui indique
la nature acide de ces métabolites.

Cette activité antifongique dépendante du pH était semblable a de nombreux rapports
antérieurs (Niku-Paavola et al., 1999 ; DeMuynck et al., 2004 ; Yang et Chang, 2008 ; Ben
Taheur et al.,2019 ).

Selon Ozogul and Hamed (2018), I’acide lactique et 1’acide acétique sont les substances
antimicrobiennes les plus importantes des bactéries lactiques , ils ont généralement un effet
synergique sur 1’inhibition de la croissances des moisissures en raison de 1’environnement a
pKa le plus élevé(Batish et al., 1997)

L’activité inhibitrice des acides pourrait avoir un effet spécifique sur 1’activité métabolique
ou l’acidification du cytoplasme, qui affecte la force proton motrice de la membrane en

inhibant directement la croissance fongique (Young et Foegeding, 1993 ;Piper et al., 2001).
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Figure 63 : Diametres des zones d’inhibition fongique des surnageants acellulaires

neutralisés( b : différence significative)

Les acides organiques a chaine courte produits par les bactéries lactiques tels que l'acide
acétique sont couramment utilisés par les fabricants de produits alimentaires comme
conservateurs antimicrobiens dans une variété de produits alimentaires (Davidson et Juneja,
1990). De plus, un acide acétique glacial de qualité réactif (99,99 %) a été utilisé pour fumiger
différents fruits (cerises, pommes, poires, oranges, pamplemousses et citrons) précédemment
infectés par Penicillium (Sholberg, 1998)

11.4.7. 2. Influence de H20: sur DPactivité du surnageant acellulaire des bactéries
lactiques

Afin de déterminer d’avantage d’autres composants antifongiques dans les surnageants
acellulaires, I’effet de HoO> a été analysé. Apres avoir été traité par catalase, le surnageant
acellulaire des L .plantarum lacOl, L. frumenti lac 77, L. mesenteroides CO52, P. pentosaceus
COS8, P. pentosaceus CO28 ont toujours une capacité antifongique contre Aspergillus
fumigatus indiquant que des métabolites autres que le peroxyde d'hydrogene étaient

responsables de I'inhibition de la croissance fongique.
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Ces résultats sont similaires a ceux deMa et al.(2019),Huh et Hwang (2016) etGerez et
al.(2013) qui ont rapporté que la capacité antifongique n'était pas éliminée, apres traitement
des surnageant acellulaires des bactéries lactiques par catalase
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Figure 64 : Activité antifongiques des surnageants acellulaires traités par I’enzyme catalase
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(a : différence non significative)
11.4.7. 3. L’influence de la température

Lorsque les surnageant acellulaires de L. plantarum lac 01, L. frumenti lac 77, L.
mesenteroides CO52, P. pentosaceus COS8 et P. pentosaceus CO28 ont été testés pour leur
sensibilité au traitement thermique, les résultats ont montré que [’activité inhibitrice du
surnageant acellulaire L. plantarum lac 01, L. frumenti lac 77, L. mesenteroides COS52, sur la
germination conidiale d’A. fumigatus n’a pas été modifiée apres chauffage. Cependant ces
traitements ont eu un effet notable sur I’activité inhibitrice des surnageants acellulaire P.
pentosaceus COS8 , P. pentosaceus CO28 ce qui indique que en outre les acides organiques ,

ces surnageants pourraient y avoir d’autres composants sensibles a la chaleur.
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Figure 65 : Activité antifongique du surnageant acellulaire chauffé

(A : Lb. plantarum lac01 , B : Lb. frumenti lac 77, C : Ped. pentosaceus CO28, D : Ped. pentosaceus CO8 ,E : Ln.
mesenteroides CO52 )
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Figure 66: Activité antifongiques des surnageants acellulaires chauffés (a : différence non
significative, b : différence significative)

11.4.7. 4. Influence des protéases sur ’activité du surnageant acellulaire

Chaque surnageant des souches lactiques dont 1’acide organique était précédemment exclu
a été traité par la pepsine.
Le résultat du test antifongique a indiqué que les surnageants acellulaires des souches

présentent différents degrés d’activité antifongique.
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L’activité antifongique de surnageant acellulaire de L. plantarum lac Olet L. frumenti lac
77est restée stable. Cependant le surnageant acellulaire de L. mesenteroides CO52 a montré
une faible activité antifongique apres traitement par pepsine, mais les surnageants acellulaires
des P. pentosaceus CO28 et P. pentosaceus CO8 ont totalement perdu la capacité d’inhiber
Aspergillus fumigatus.

Diametre de la
zone d’inhibition

[¢)]

N

o

A%
B DT mdiametre apres ajout de la pepsine

Figure 67: activité antifongiques des surnageants acellulaires traités par I’enzyme pepsine

Cette activité antifongique dépendante des composés protéiques est semblable aux résultats
cité par Valerio et al.(2009) par contre Gerez et al.(2009) ont rapporté que L’activité
inhibitrice du surnageant acellulaire bactérien sur la croissance mycélienne et la germination
conidiale n’a pas été modifiée apres chauffage ou traitement par la protéinase K
ces résultats ont démontré que les composés protéiques pourraient jouer un role clé dans
I’activité antifongique du surnageant de ces souches lactiques, Ils comprennent les peptides
ribosomiques (tels que les bactériocines), les peptides non ribosomiques et I'hydrolyse des

protéines par des enzymes (Siedler et al., 2019).
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11.4.8 .Traitement in situ des graines stockées par le surnageant acellulaire des bactéries

lactiques

L’application des surnageants des Lactobacillus plantarum lacO1, Lactobacillus frumenti

lac77, Leuconostoc mesenteroides CO52, Pediococcus pentosaceus COS8, Pediococcus
pentosaceus CO28 dans la biopréservation des aliments stockés a été testée sur des grains de
blé , des grains de café vert et les grains de pois-chiche .
La croissance  d’Aspergillus fumigatus , Aspergillus flavus, Aspergillus ochraceus et
Penicillium digitatum a été completement inhibé dans les bouteilles de grains de blé , de
grains de café et grains de pois-chiche pendant 15 jours lorsqu’ils ont été traités avec les
surnageants Lactobacillus plantarum lac0l, Lactobacillus frumenti lac77 , Leuconostoc
mesenteroides CO52, Pediococcus pentosaceus COS, Pediococcus pentosaceus CO28 par
rapport aux grains non traités (témoin), qui ont montré une croissance fongique a la surface du
grain. Ces résultats ont ainsi démontré le potentiel des surnageant acellulaires utilisés comme
bioconservateur alimentaire.

Des travaux similaires ont annoncé [I’'utilisation des bactéries lactiques dans la
bioprésevation notamment Khanafari et al.(2007) qui ont rapporté que La croissance
d’Aspergillus flavus a été totalement inhibée dans le maise inoculé par L. plantarum , une
croissance des champignons aflatoxigenes a été significativement réduite chez les arachides
traitées par le surnageant des : L. plantarum MN880325, E. faecium MN880299, E. faecium
MN880259 et E. faecium MN880376 (Pradhan et al.,2021 ) , les méme résultats ont été
obtenu par Shehata et al.(2019) lorsqu’ils ont traité les grains de blé inoculés de spore

d’Aspergillus parasiticus par le surnageant acellulaire Lactobacillus sp. RM1.
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Conclusion

Au terme de ce travail ,I’objectif recherché était d’étudie 1’activité antifongique des bactéries
lactiques isolées a partir du lait de chamelle contre les moisissures couramment associées a la
détérioration des denrées alimentaires stockées.

Dans un premier temps , des échantillons de blé , de café vert et de pois-chiche prélevés ont
fait I’objet d’une étude mycologique et mycotoxicologique visant a détecter la présence
d’agents fongiques responsable de la détérioration et la productioon des mycotoxines dans les
aliments stockés . Les especes d’ Aspergillus et Penicillium étaient les isolats fongiques les
plus dominants et les plus communs dans les échantillons de blé, de café vert et de pois-
chiche , Ce qui confirme le statut de la flore de stockage de ces deux genres fongiques.

Dans un second temps, le lait de chamelle a partir du quel les bactéries lactiques ont été
isolées constitue un milieu trés riche en macronutriments comme il renferme une flore
d’altération et une flore d'intérét technologique. En plus il était une bonne source d’isolement
des bactéries lactiques appartenant aux genres, Lactobacilus, Enterococcus Streptococcus,
Leuconostoc , Lactococcus et Pediococcus

Dans un troisieme temps, la recherche de I’activité antifongique a démontré que la majorité
de nos isolats lactiques ont présenté une bonne inhibition contre la germination des spores et
la croissance mycélienne de 1’espece Aspergillus fumigatus. Cette inhibition était meilleure
sur milieu solide que sur milieu liquide. Différents dégrés d’inhibition ont été détectés par les
surnageants des bactéries lactiques ayant prouvé une forte et moyenne activité inhibitrice
indiquant que nos souches lactiques produisent des substances antimicrobiennes et que les
substances actives accumulées dans le milieu de culture, ont joué un rdle important dans
I’inhibition de la croissance fongique , les isolats (Lactobacillus plantarum (lac 01),
Lactobacillus frumenti (lac 77) , Leuconostoc mesenteroides( CO52) , Pediococcus
pentosaceus( CO8) ,Pediococcus pentosaceus (CO28) ont montré une capacité a inhiber
fortement un large spectre des especes fongiques avec des altérations morphologiques
affectant les hyphes , les conidiophores et les conidies.

" étude des facteurs biotiques et abiotiques influencant 1’ activité antifongique a montré
qu’ une meilleur inhibition a été observée a la température de 30°C, aux pH 6 et 7 , et sur
milieu BSM dont le glucose est la seule source de carbone.

La caractérisation des métabolites antifongiques des bactéries lactiques a montré que les
substances produites par Lactobacillus frumenti lac 77, Lactobacillus plantarum lac 01,

Lactobacillus frumenti lac 77, Leuconostoc mesenteroides COS52 présentent une nature acide
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alors que les substances produites par Pediococcus pentosaceus CO8 , Pediococcus

pentosaceus CO28 présentent une nature protéique ainsi que acide
De ce fait, Les perspectives envisageables au terme de cette these sont diverses portent sur :

1- L'utilisation des méthodes les plus sensibles et les plus précises comme la
chromatographie liquide a haute performance (HPLC) pour identifier le type de la
molécule antifongique ainsi que les mycotoxines produites par les especes fongiques

toxinogenes

2- L’observation par microscopie électronique des souches inhibées pour mieux
comprendre le mécanisme d’action des métabolites antifongiques

3- L’’évaluation sensorielle des denrées alimentaires stockées
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