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Introduction

Parmi les problémes les plus grave et difficile a régler actuellement la contamination des
denrées alimentaires par des champignons toxiques comme les moisissures. Car elle due a
d’énormes pertes économiques. Les toxines produites par ces champignons ont été considéré

comme 1’un des contaminants les plus dangereux dans I’alimentation. (Dalié et al., 2010).

L’étre humain a cherché pendant des années un moyen de lutter contre ce fléau et de pouvoir
s’en débarrasser une bonne fois pour toute, malgré I’avancement technologique et les
découvertes effectué dans le domaine de la science ¢a reste un grand défi pour les industries
alimentaires. Apres le développement de plusieurs méthodes physiques et chimiques pour
I’inhibition de la prolifération fongique dans les denrées alimentaires et aprées nombreux
essais il a été conclu que la solution est entre les mains des bactéries lactiques qui ont été
estimé comme une arme efficace contre la croissance des champignons. (Oranusi et al.,
2013).

La bio-conservation des aliments se base principalement sur I’inhibition de la croissance
fongique. Les méthodes de conservation physiques et chimiques peuvent entrainer des
changements dans la qualité nutritionnelle et sensorielle des aliments et réduire leur utilité apres
que les micro-organismes pathogenes développent une résistance .cette résistance est attribuée
a une utilisation excessive et une utilisation fréquente a long terme de produits chimiques , ce
qui fait que les souches développent des mécanismes de résistance face a ces problémes, la
recherche scientifique s’oriente vers la conservation biologique , ¢’est-a-dire 1’application de
micro-organismes ou leurs métabolites pour éviter la détérioration des aliments et prolonger
leur durée de conservation(Stiles et al., 1996, Gould, 2000 et Singh, 2018)..

La bio-préservation est une méthode alternative trés prometteuse, grace a son efficacité et son
ubiquité antagoniste, sa diversité et sa persistance dans I'environnement. Des rapports de
recherche affirment qu'il existe des souches de certains micro-organismes qui peuvent contrélé
la croissance des champignons, tels que Bacillus, Streptomyces, Burkholderia et
Trichoderma..., mais certains d'entre eux peuvent causer des problémes de santé. Les
antagonistes doivent pouvoir assurer une saine bioconservation et étre tolérés par I'nomme et
I'animal. Parmi eux, les bactéries lactiques sont non seulement connues pour leur innocuité,
mais aussi pour leur activité antibactérienne, qui permet de réduire l'utilisation de produits

chimiques dans l'alimentation (Djossouet al., 2011).




Introduction

L'utilisation de bactéries lactiques (LAB) pour conserver les aliments est I'une des méthodes les
plus anciennes et les plus distinctives (Siedler et al., 2019). Les LAB sont utilisés dans la
production alimentaire depuis des siecles, non seulement parce qu'ils sont délicieux, mais aussi
parce gu'ils peuvent conserver les aliments longtemps. Ils jouent un réle important dans la
préparation, la conservation et la transformation de nombreux aliments fermentés, ce qui leur a
valu le statut de GRAS « reconnu sdr ». De nombreux représentants de ce groupe présentent

une activité antagoniste élevée (Matevosyan et al.,2019)

Les bactéries lactiques sont connues pour leur capacité a produire des composés actifs au cours
de la croissance, a savoir des acides organiques en milieu acidifié, des dérivés du métabolisme
de l'oxygene (H20.) et des substances naturelles aux propriétés protéiques antagonistes.
Laissez-les se développer d'abord dans divers écosystemes (Klaenhammer, 1988 ; Jack et al.,
1995 ; Matilla-Sandholm et al., 1999).

Tout ceci nous a incité a réaliser ce travail afin de définir I’importance des bactéries lactiques
et leurs utilisations comme des bio-conservateurs ou des bio-protecteurs ; ainsi 1’étude de la
capacité de ces microorganismes a exercer leurs activités antifongiques, et leurs efficacités dans

la conservation des aliments.
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Chapitre 1 Materiels et methods

I. Matériel et Méthodes
I.1. Objectif du travail

Les objectifs assignés a se présent travail s’articule autour des points suivants :

e [’isolement et I’identification des bactéries lactiques a partir d’un produit laitier ; le

lait de chévre.

e Recherche d’une activité antifongique des souches lactiques contre les moisissures
d’altération

e La bio-conservation des denrées alimentaires par les bactéries lactiques
1.2. Date et lieu de travail

Notre travail pratique a été réalisé au niveau de laboratoire de microbiologie de la faculté des
sciences de la nature et de la vie de I"université IBN- Khaldoun Tiaret. Ce travail a nécessité
une période de deux mois allant du 25/04/2021 jusqu’au 13/06/2021.

1.3. Matériel et produits utilisés
1.3.1. Matériel du laboratoire

Plusieurs produits et matériels ont été utilisés au cours de cette étude expérimentale, et sont

récapitulés sans le tableau 01

Tableau n° 01: Appareillage, verrerie et produits utilisés.

Verreries Appareillages Produits Autres
Béchers Agitateur magnétique Agar 20g
Boites de Pémri (STUART) Eau distillé stérile | Lances de platines
Flacons stériles Autoclave (ISOLAB) | Ethanol (C,Hs0) Seringues stériles
Lames Bain-Marie (GFL) Fuschine (colorant)
Pinces Bec Bunsen L’eaun oxygéne
Pipettes Pasteur Dessiccateur (H,03)
Tubes i essais Etuve (NUVE} Lugol (I'eau iodée)
stériles Micropipettes Violetde

Microscope (OPTICA) | gentiane (colorant)
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1.3.2. Milieux de culture

Plusieurs milieux de culture ont été utilisés au cours de cette étude expérimentale :

e MRS: Milieu plus utilisé pour isolement et identification des bactéries lactiques (pH
5.7) incubation 30°C pendant 36 heures.

e PDA: Milieu de culture utilisé pour la croissance des champignons dans les denrées

alimentaires.
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I.4. Protocole expérimental

Lait de chévre.

J

Isolement des bactéries

lactiques.

Purification

/— |dentification.

Microscopique

J

Obtention des souches

lactiques.

Macroscopique

Recherche de I'activité antifongique par test :

7

Test in vitro

Ny

Test in situ

Figure 01: Schéma du protocole expérimental.
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1.4.1. Echantillonnage

L’¢chantillon du lait de chévre provient de la région ouest-algérien, a Tiaret exactement d’une

ferme a Mechraa Safa.

Le lait de cheévre une source importante de protéines d’excellente qualité. Il contient tous les
acides aminés essentiels a I’organisme en proportion satisfaisante. Sa teneur en phosphore, en
potassium, en magnésium et surtout en calcium est élevée. Du coté des vitamines, il est riche

en vitamines du groupe B qui contribuent au bon fonctionnement cellulaire.

D’abord ont a prélevé 100 ml de lait de cheévre dans un flacon stérile pour évite la contamination
du lait et la multiplication des microorganismes et le transporté au réfrigérateur de laboratoire

a une température qui ne dépasse pas les 10°C.

Les tests in vitro et in situ ont été testés sur le riz et le blé qui sont des céréales qui constitue la
base de 1’alimentation pour environ la moitié de la population du globe sont contaminées soit
au champ soit au moment du stockage et généralement sont commercialisées sans emballage ce
qui conduit a des contaminations par des toxines. Nous avons utilisé aussi les dattes et les
fraises, qui sont des fruits recouverts d’une multitude de moisissures, sous forme de spores,
capables de proliférer facilement, et sont plus sensibles a ’altération fongique due a leurs

acidités.

La recherche d I’activité antifongique a été réalisée en premier lieu par un test in vitro, puis par

un test in situ.
1.4.2. Préparation de la solution mere

Pour la préparation de la solution mere, 1ml d’échantillon est placé dans un tube contenant 9ml

d’eau distill¢ stérile (EDS).
1.4.3. Préparation des dilutions décimales

La dilution est un processus qui consiste a réduire la concentration d’une substance dans une
solution. Dans ce but, des dilutions décimales sont ensuite réalisées en cascade jusqu’a la

dilution (107%).
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1.4.4. 1solement et purification des bactéries lactiques

L’isolement des bactéries lactiques est effectué par étalement de 1ml des différentes dilutions
(101,102 et 10°%) et ensemencés en profondeur dans des boites Pétri contenant du milieu gélosé
sélectif MRS. L’incubation est réalisée a 30-40°C pendant 36 heures en anaérobiose, dans un
dessiccateur.

La purification est réalisée par des repiquages successifs sur géloses MRS, jusqu’a I’obtention
de colonies présentant les mémes caracteristiques (souches pures), et aussi la purification des
bactéries isolés a eté établie par la réalisation des subcultures sur bouillon (apparition de

troubles dans le milieu liquide) et milieu MRS solide jusqu’a I’obtention distincte et homogene.

Ces colonies isolées ont été prélevées dans le milieu MRS solide et transférées dans MRS
liquide, vice versa. La pureté des souches a été vérifiée par I'aspect des colonies (forme, couleur,
taille) sur milieu solide, aspect caractéristique des cultures en milieu liquide et par examen

microscopique.

Figure 02: Incubation des bactéries lactiques isolées sur le milieu MRS dans un dessiccateur.
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Microorganismes | Milieu Tempeérature | Duree (heure) | Incubanon
d'1solement (C)

Lactocoques MRS 30 12 Asrobtose

Lactobacilles MRS 30 24-36 Anzerobiose

mesophiles

Lactobacilles MRS 4 24-36 Anzerobiose

thermophiles

Tableau 02: Milieux utilisés et conditions d’incubation pour I’isolement des bactéries

lactiques. T°C: température optimale de croissance

1.4.5. Identifications des isolats

L’identification des bactéries lactiques est €tablie en se basant sur 1’étude de leurs caractéres

morphologiques (examens macroscopique et microscopique) et divers caractéres

biochimiques : le teste catalase et le teste oxydase.
1.4.5.1. Examen macroscopique

L’examen macroscopique permet de décrire 1’aspect des colonies obtenues sur milieux gélosés
(MRS et M17) en tenant compte des critéres suivants : la taille, la forme, et la couleur des
colonies (Guiraud, 2003).

1.4.5.2. Examen microscopique

Les colonies obtenues sur milieux gélosés MRS sont soumises a une coloration de Gram, afin
de déterminer la forme des cellules (coques et bacilles), leur arrangement et leur Gram
(Guiraud, 2003).

A. Coloration de Gram
A.1. Principe

Aprés la coloration, les bactéries Gram+ deviennent violettes alors que les bactéries Gram —
apparaissent en rose. La répartition des Bactéries en Gram + ou Gram- est un critére

systématique important pour la classification des bactéries. Ainsi que la coloration de Gram
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reste une étape essentielle pour la détermination des souches. Elle permet de visualiser

facilement les bactéries et de donner des indications sur leurs formes et leurs tailles
A.2. Mode opératoire

Préparation du frottis :

Nettoyer une lame a ’alcool.

Déposer une goutte d’eau distillée sur la lame.

Prélever une colonie a 1’aide d’une anse de platine a partir des boites pétries.
Frotter la pointe dans la goutte d’eau. Laisser sécher.

Passer 3 fois la lame dans la petite flamme du bec bunsen pour fixer I’échantillon a la chaleur.
A.3. Coloration

Déposer quelques gouttes de violette de gentiane sur le frottis fixé et laisser agir 1minute. Ce
dernier colore les composants cellulaires.

Jeter I’excés de colorant dans le bac.

Réaliser deux bains de 30 secondes de Lugol.

Jeter la solution dans le bac.

Discoloration en faisant couler I’alcool sur la lame pendant 30 secondes.

Interrompre la décoloration par un ringage avec de 1’eau distillée.

Réaliser une coloration secondaire en appliquant le fuschine pendant 1 minute.

Rincer avec de I’eau distillée.

Sécher les lames avec la flamme jaune du bec bunsen.

Observer au microscope en utilisant I’objectif(x40) ou bien ’objectif (x100) enajoutant une

goutte d’huile d’immersion.

B. Caractérisation biochimique et physiologique
B.1.Recherche de la catalase

B.1.1. Principe

La catalase est une enzyme qui catalyse la dégradation du peroxyde d’hydrogéne, produit
toxique du meétabolisme aérobie de nombreuses bactéries, en H2O et %2 02 (Ahmed et Irene,
2007)
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B.1.2. Technique

e Déposer une goutte d’eau oxygeéne sur une lame
e Déposer a I’aide de ’anse platine une colonie isolée (ou plusieurs si petites colonies) de
la souche a tester.

e Observer I’apparition des bulles. (Le dégagement de gaz se traduit par la formation des

bulles d’air sous I’action de I’enzyme a tester).
B.2. Recherche de I’oxydase
B.2.1. Principe

Ce test permet de mettre en évidence une enzyme: la phényléne diamine oxydase des bactéries.

Cette enzyme est capable d’oxyder un reactive:
Le N- diméthyle paraphényléne diamine (Guillaume, 2004).
B.2.2. Technique

e Placer un disque non imprégné sur une lame a 1’aide d’une pince flambée

e Avec I’anse de platine prélever une colonie sur le disque

e La lecture apres 30 secondes ;( Le changement de couleur indique le résultat positif, si
le disque prend une couleur violette 1’oxydase est positive, si le disque reste incolore

I’oxydase est négative).
B.3. Recherche de la B-galactosidase (ONPG)
B.3.1. Principe

Il s’agit d’une recherche particuliere de la dégradation du lactose, souvent encore appelée
recherche de la B-galactosidase ou communément test ONPG (orthonitrophényl-B-D-
galactopyranoside). Ce compose possede un radical B-galactosidique comme le lactose, il est
incolore, une fois scindé par I’enzyme en question, il libére du galactose et de 1’ orthonitrophénol

composé soluble jaunatre.
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B.3.2. Technique

Les souches sont mises en suspension dans des tubes contenant quelques gouttes d’eau distillée
stérile, un disque d’ONPG est mis dans la suspension. La coloration jaune traduit I’hydrolyse

d’ONPG apres incubation a 30°C pendant 24 a 48h (Guiraud, 2003).
1.4.5.3. Lutte Biologique
A. Tests in vitro

Aprés 1’obtention des souches, des délutions jusqu’a (1073) sont réalisées. Ensuite le matériel
végétal (fraises, dattes) a été coupé en morceaux et désinfecté par 1’eau de javel (20%) pendant
3 min pour éliminer la flore saprophyte puis rincer trois fois dans de 1’eau distillée stérile. Les
tissus vegétaux sont ensuite séchés sur du papier filtre stérile puis ont été enrobées dans les
suspensions bactérienne pendant 30 min (en gardant des échantillons sans enrobage pour les
utilisées comme un témoin négatif). Ces fragments ont ensuite été transférés dans des boites
Pétri contenant du milieu de gélose dextrose de pomme de terre (PDA). Et incubées pendant 3
a’7joursa2r°C

g =

Figure 03: Représente les différents aliments enrobés dans la suspension  bactérienne.
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B. Tests in situ

Nous avons utilisé des fraises en les placant dans des boites ; dans la premiére boite en mettant
3 fraises enrobées par la suspension bactérienne en paralléle en gardant d’autres dans une boite

comme témoin négatif par suite nous avons suivez les variations pendant 7 jours.

A) B)

Figure 04: Tests de bio-conservation in situ. A: fraises enrobées dans la suspension

bactérienne; B: témoin négatif (non enrobées).
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Chapitre 11: Résultats & Discussions

I1. Résultats et discussions
11.1. Indentification des souches lactiques
11.1.1. Etude morphologique

On observe a I’ceil nu les cultures obtenues sur les boites de pétri pour la caractérisation de
forme, taille, I’aspect ainsi que la couleur des colonies.Les colonies sont apparues de petite

taille variable, de forme arrondie ou lenticulaire, et avec une couleur blanchatre (Figure 05).

La croissance des bactéries apparait sous forme de trouble homogéne fumeux dans le milieu
MRS liquide, en remarquant que ce trouble est concentré au fond du tube en vue de la recherche

des conditions anaérobiques de ces bactéries (Figure 06).

Figure 05: Aspect macroscopique des colonies purifiées de souches lactiques, isolées sur
gélose MRS.

Figure 06: Aspect du trouble des bactéries dans bouillon MRS
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1.1.2. Identification microscopique

Apreés la réalisation de coloration de Gram a partir des colonies obtenues. L’observation
microscopique a affirmé que les colonies isolés et purifiés sont & Gram positif, apparaissant

sous forme des bacilles avec différents modes d’associations (isolés, diplobacciles ...).

La figure montre I’aspect microscopique apres la coloration de Gram de souches de bactéries

lactiques (grossissement X100).

D’apreés la comparaison de nos résultats de ce test et celle (Patrick, 2004). Les résultats ont
montréque, parmi les bacilles isolés et diplobacilles, la majorité appartenait au genre

Lactobacillussp.
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Figure07: Aspect et mode d’association des souches lactiques aprées la coloration de

Gram.
11.1.3. Réaction de catalase

Dans le test de catalase on a remarqué 1’absence de dégagement de gaz (O2) (aucune bulle
d’air) ce qui nous confirme que ces isolats lactiques étaient catalase négative. Les résultats pour

ce test sont montrés dans la Figure 08.
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Figure 08: Résultat de test de la catalase pour identifier les bactéries lactiques.
11.1.4. Réaction d’oxydase

Dans le test d’oxydase la couleur de disque ne change pas vers le violet donc ces isolats
étaient oxydase négative (Pas I’activité d’oxydase). Les résultats pour ce test sont montés ci-

dessous dans la Figure 09.

Figure 09: Résultat de test d’oxydase pour I’identification des isolatslactiques.
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II.1.5. Recherche d’ONPG

Dans ce test on remarque que la couleur de disque ne vire pas’ au jaune donc la souche est de

test négatif (pas de dégradation de lactose). La Figure 10montre les résultats de ce test.

Figure 10: Résultat du test d’ONPG.
I1.2. Recherche de ’activité antifongique des bactéries lactiques
11.2.1. Tests in vitro

L’histogramme représente la variation du taux d’inhibition par rapport aux témoins, SM et les

différentes concentrations (107,102,10°3).

Selon I’analyse de cet histogramme le taux d’inhibition apparait trés variable. Aucune inhibition
n’a été observée pour le témoin (0%) par contre 1’effet inhibiteur est tres élevé pour la SM et la
susp™ (100 %) chez tous les aliments, cependant 1’effet est 100% pour les céréales et 25% pour
les fraises et les dattes dans la suspension 1072 .et pour la suspension 10~ une inhibition totale

pour le riz, et 20% pour le blé et une contamination totale des fruits.
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Tableau 03: suivi d’activité antifongique in vitro a différentes périodes (1j/4j/7j).

1*"jour.

4‘:II1C jour.

7 jour.

Riz Bl¢

Fraises.
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11.2.2. Tests in situ

D’apres les résultats illustrés sur le Tableau 04, on remarque que la durée de conservation des
fraises enrobées est plus longue que celles non enrobées. Au 3°™ jour, on aobservé un
changement decouleur,texture ; et le jus des fraises est apparu avec les fraises témoins non
traitées ; et au 7°™ jour on a constaté une pourriture totale.Par contre, pour les fraises traitées
aucun changement n’a été observé aprés le 3°™ jour. Cependant, un changement de couleur
seulement a été marqué chez les fraises enrobées par les LAB, qui ont minimise la

contamination et plonger la durée de conservation et réduit le taux de croissance fongique.

D’aprées les résultats obtenus in vitro et in situ on a constaté que 1’effet inhibiteur est trés ¢levé
a des fortes concentrations (SM, suspension 10 * par contre il se diminue & des faibles
concentrations donc une corrélation positive existe entre le taux d’inhibition et la concentration

de la suspension bactérienne.

Enfin d’une maniére générale, nous concluons que Lactobacillusspp a une activité contre
plusieurs espéces de moisissures et levures d’altération des denrées alimentaires donc une

activité antifongique a été détectée.
On a calculé le taux d’inhibition par la relation suivante :

Taux d’inhibition = [(Témoin — Test) / Témoin]x 100(Wang et al., 2002).
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Tableau 04: Suivi d’activité antifongique in situ pendant différentespériodes (1j/4j/7j).

Jour 1%jour 3™ jour 7°™ jour

Fraises

Témoin

Enrobées
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Figurell: Pourcentage d’inhibition des champignons in vitro.
11.3. Discussion générale

Actuellement les champignons sont considérés comme agents responsable sur la contamination
dans la quasi-totalité des denrées alimentaires. La lutte contre ces pathogénes, est un réel besoin
dans le domaine agroalimentaire et le développement de nouvelles stratégies telles que la bio-
préservation qui constitue une approche tres prometteuse (Stile, 1996; Magnusson et
Schnurer, 2001; Kim, 2005).

La bio-conservation consiste a ajouter a un aliment une culture simple, ou mixte de
microorganisme, ou une molécule purifiée d’origine microbienne, en vue d’augmenter sa date
limite de consommation (DLC) et de lutter contre les pathogénes (Stiles, 1996; Ross et al.,
2002). Ces microorganismes Pour étre applicables dans les produits alimentaires, ils doivent
étre incapables de provoquer chez le consommateur des affections et de transférer a celui-ci la

résistance aux antibiotiques (Strémet al., 2005).

Parmi ces microorganismes les LAB qui sont considérées comme non pathogénes et ne

présentent pas de probléme de sécurité sanitaire. A cet effet, les scientifiques sont toujours a la
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recherche des alternatives naturelles comme le cas de I’emploi de ces bactéries ou de leurs

métabolites.

Guo et al. (2012) ont étudié I'activité antifongique de 220 souches deLactobacillus, isolées a
partir de plusieurs sources (porcs, nourrissons, souris, vache, fromage et céréales), contre trois
champignons  dermatophytes: ~ Microsporum  canis,  Microsporum  gypseum et
Epidermophytonfloccosum. Leur activité a éte criblée d'abord contre A. fumigatuset A.niger.
Les résultats obtenus montrent que seulement 8 souches ont une forte activité antifongique :
Lactobacillus brevisJJ2pP, Lactobacillus brevisL1105, Lactobacillus
arizonesisR13,Lactobacillus arizonesisR14,Lactobacillus casei R4,Lactobacillus casei

R21,Lactobacillus reuteri eelp et Lactobacillus reuteriM13.

Ensuite I’activité antifongique de ces 8 souches ont été testée contre M. canisDSM10708, M.
gypseum DSM3824 et E. flocageDSM10709. Les résultats ont montré qu’a peu pres 77% des
isolats sélectionnés inhibent pour au moins un champignon cible et que L. reutrieelp était la
souche qui possede l'activité antifongique la plus élevée en raison de la variété de leurs
substances antifongiques : la reutérine, le peroxyde d'hydrogene, les acides gras hydroxylés et

des composés phénoliques.

En 2016, un groupe de microbiologiste dirigé par Bulgasem a testél’activité antifongique des
bactéries lactiques isolées du miel naturel contre certains champignons de détérioration. Les
résultats ont indiqgué que Lactobacillus plantarum, Lactobacillus curvatus,
Pediococcusacidilacticiet Pediococcuspentosaceusproduisaient des composés pouvant étre

utilisés pour inhiber la croissance fongique de Candida spp.

Une année apres, Fernandezetal. (2017) ont établis une étude dans de le but de sélectionner
une nouvelle culture protectrice et de valider son efficacité en tant gu'inhibitrice de la
prolifération fongique dans le fromage de type cottage. L’activité antifongique a été testée conte
quatre moisissures d'altération communément isolées du fromage. Il a été démontré que les
souches de Propionibacteriumet de Lactobacillus ont été les plus actives et que la souche
Lactobacillus rhamnosusA238, utilisé seul ou en combinaison avec
Bifidobacteriumanimalissubsp. lactisA026 est le meilleur candidat bio-conservateur du

fromage frais.

Ouiddiret al. (2019) ont testé 1’activité antifongique des différents LAB et leur efficacité en

tant que cultures bio-protectrices utilisées dans les produits laitiers et les produits de
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boulangerie. L’activité antifongique des 30 isolats appartenaient au genre Lactobacillus et
Leuconostoc dont 17 Lactobacillus paracasei, 2 Lactobacillus plantarumet 11
leuconostocmesenteroidesa eté testée in vitro sur milieu MRS puis sur 2 modeles : hydrolysat
de la farine de blé (WFH) (produit imitant les produits de boulangerie) et le yaourt miniaturisé
(produit imitant les produits laitiers) contre respectivement (Aspergillus fumigatus, Aspergillus

flavus, Paecilomycesformosus) et (M. ramosus, Penicillium commune, Yarrowialipolytica).

Apres elle a été testée in situ afin de valider leur efficacité sur des produits réels (créeme sure,
pain au levain). Dans cette étape la biomasse fongique a été mesurée en quantifiant I’ergostérol,
et les composés antifongiques ont été quantifiés a 1’aide de ’'HPLC et LC- QTOF. Et comme
ces produits ont été destinés a la consommation humaine un test de durabilité et des tests

sensoriels ont été réaliseés.

D’apres les résultats obtenus des tests realisés, il a été démontré que les bactéries lactiques du
genre Lactobacillus spp. présentaient une activité antifongique plus élevée que celle de
Leuconostoc spp, et que les genres Lactobacillus plantarum (CH1) et Lactococcus plantarum
(CHZ2) étaient les plus actifs.

Dans la méme approche nous avons affirmé dans notre étude qu’une activité antifongique a été
détectée par les Lactobacillussppcontre différents champignons d’altération des denrées
alimentaires en vue de retarder et minimiser la croissance fongique et assurer une bio-

conservation. Cette activité a été déterminé par:

LAB produisent de nombreux métabolites antifongiques tels que les acides organiques, le
diacétyle, les antimycotiques bioactifs, peptides, acides gras, acides carboxyliques,
bactériocines, peroxyde d’hydrogene, lactones, alcools, CO> et la reutérine qui ont la capacité
d’inhiber la croissance fongique (Crowley etal.,2013b). Elles peuvent aussi degrader les
mycotoxines telles que ; les ochratoxines, les aflatoxines et les toxines de Fusarium (Sadiq
etal., 2019).

Les principaux métabolites des LAB qui affectent considérablement les champignons par
l'inhibition de la croissance mycélienne sont les acides organiques. L’acide lactique est le
métabolite principal des BL causant la réduction du pH qui inhibe beaucoup de
microorganismes (Schnirer et Magnusson, 2005). La forme non dissociée et plus hydrophobe
de l'acide se répand au-dessus de la membrane des cellules et se dissocie a l'intérieur de la

cellule, libérant les ions H+ qui acidifient le cytoplasme (Piard et Desmazeaud, 1991). En plus
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de I'effet du pH, I'acide non dissocie fait chuter le gradient électrochimique de proton, entrainant

la bactériolyse et finalement la mort des bactéries sensibles.
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Conclusion

La contamination des aliments par des germes pathogénes est un probleme majeur pour le
consommateur surtout dans la période estivale ou les intoxications d’origine alimentaires
apparaissent ainsi que 1’altération des denrées alimentaires. Pour lutter contre cesS germes
pathogeénes un certain nombre d’auxiliaires technologiques sont utilisés dans le secteur des
industries agroalimentaires parmi lesquels les bactéries lactiques qui peuvent accroitre la durée
de conservation des aliments par la production naturelle de composé antimicrobiens tels des

acides organiques, du peroxyded’hydrogéne, et des bactériocines.

Dans ce but nous avons réalisé notre étude qui démontre que le lait cru de chevre pouvait étre
une bonne source d’isolement des souches des LAB qui peuvent étre utilisées comme culture
bio-protectrices dans plusieurs types d’aliments ayant la capacité d’inhiber la croissance

fongique et minimise leurs contaminations.
Comme perspective, on peut dire qu’il nous reste a:

e S’intéresser a comprendre ce qui inhibe I’activité probiotique de la bactérie lactique.
e Comprendre le mécanisme d’action de Lactobacillus sur les mycotoxines.
e Etudier plusieurs souches lactiques qui assurent la bio-conservation des aliments.

e Réaliser une identification moléculaire de la souche lactique.
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Résumé:

La bio-préservation des aliments repose sur I'utilisation de micro-organismes et de leurs métabolites pour
retarder ou inhiber la croissance de micro-organismes contaminants. L'activité antifongique des bactéries lactiques
est I'une des propriétés biologiques requises. L'hypothése d'empécher la croissance d'organismes producteurs de
mycotoxines par des bactéries lactiques moins agressives peut étre une solution efficace et saine. En fait, ces
souches peuvent produire une large gamme de métabolites antifongiques pour inhiber la croissance des
moisissures.Elles ont la capacité d'adsorber, de décomposer ou de détoxifier les mycotoxines, ce qui en fait un bon

substitut aux produits chimiques utilisés pour conserver les aliments.

Motd clé: bio-préservation, micro-organismes , activité antifongique, mycotoxines , bactéries lactiques.

Abstract

The bio preservation of food relies on the use of microorganisms and their metabolites to retard or inhibit
the growth of contaminating microorganisms. The antifungal activity of lactic acid bacteriais one of the
biological properties required. The hypothesis of inhibiting the growth of mycotoxin-producing organisms by
less aggressive lacticacidbacteria can be an effective and healthy solution. In fact, these strains can produce a
wide range of antifungal metabolites to inhibitmoldgrowth.They have the ability to adsorb, break down or

detoxify mycotoxins, making them a good substitute for chemicalsused to preservefood.

Keywords: biopreservation , microorganisms , antifungal activity , mycotoxins , lactic acid bacterias.
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Annexes

Annexe n° 1
Composition des milieux de culture:

1. Gélose MRS:

Peptone bactériologique................oeoennnn. 10g.
Extraitde levure...............ocoiviiiiiinann... 05g.
Extraitde viande ................ccooiiiiiiiin, 10g.
Acétate de sodium.................ccoeeiiiiiin.n 05¢.
Phosphate dipotassique ...............ccceevnn.n. 02g.
Sulfate d’ammonium ...................ooienL. 02g.
Sulfate magnésium.................ccooveeninnnn. 0.2g
Sulfate de manganese ......................e..... 0,19
Glucose . 20g.
AT o 10g
Tween o lg
PH finalestde ....oooovvveeeiiiiiiiiiiiiiiia, 75a78q¢.

Bouillon MRS:
27.5 g dans 500 ml Ph=6.5 Autoclavesl heure a 121 C.

2.PDA (Gélose dextrose a la pomme de terre):

Pommedeterre ........ooovviiiiiiii e 200g.
Sucre blanc de cannes ...............cooeeveiiiiiiiinnnnn.. 20g
AGAT 20g
Lleaudistillée .......coooviiiiiiiiiiii 200ml.
3.0NPG:

Composition théorique en milligrammes par disque:

Nitro-2-Phényl-ED-Galactopyranoside......... ......... 1,2



Annexe n° 2

Tableau 05: Caractéristiques physico-chimiques du lait de la chevre

Annexes

Composition Chévre
Energie 600-750
Densité du lait entier & 20C 1,025-1,027
Point de congélation(C) -0,55-0,583
pH 6,45-6,60
Acidite titrable 14-18
Tension superficielle du lait entier a 15C (cm) 52
Conductivité électrique a 25C (Siemens) 43-56.10-4
Indice de réfraction 1,35-1,46
Viscosite du lait entier a 20C 1,8-19




Tableau 06: représente le taux de contamination des aliments

Annexe n° 3

Annexes

Riz Ble Fraises Dattes
Témoin 100% 100% 100% 100%
SM 0% 20% 0% 0%
Susp10* 0% 0% 0% 0%
Susp 10-2 0% 0% 75% 75%
Susp 10-3 0% 80% 100% 75%
Tableau 07: représente le taux d’inhibition des champignons par les métabolites des
Lactobacillusspp.
Riz Blé Fraises Dattes
Témoin 0% 0% 0% 0%
SM 100% 80% 100% 100%
Susp 10 100% 100% 100% 100%
Susp107 100% 100% 25% 25%
Susp 107 100% 20% 0% 25%




