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Résumé

Les aliments ou les boissons fermentés sont obtenus par fermentation du produit
alimentaire jusqu’a un niveau d’exigence souhaité. La fermentation est issue des
microorganismes tels que des bactéries, des levures ou des moisissures. Plus de 3 500
aliments fermentés existent dans le monde entier. Les plus connus sont les pains, les yaourts
et les fromages et le beurre, grice a la fermentation, ces aliments sont plus nutritifs, plus
savoureux et plus faciles a digérer. De plus, cette fermentation améliore la sécurité
alimentaire, en aident a conserver les aliments et a augmenter leur durée de vie. .Dans cette
¢tude bibliographique nous nous sommes intéressés aux levures isolées a partir de smen/dhan
(beurre fermenté traditionnel) commercialis¢ dans la wilaya de Khenchela et a leurs
propriétés antagonistes vis-a-vis des souches de moisissures responsables d'altération
alimentaire. Les études réalisées montrent que le beurre fermenté traditionnellement (smen
/dhan) constitue un véritable réservoir de flore levurienne avec un fort potentiel d’utilisation

dans I’industrie agroalimentaire comme agents de biocontrodle et bioconservation.

MOTS CLES : levures, beurre, antagonisme, moisissure, biocontrole- bioconservation



Résumés

Abstract

Fermented foods or beverages are obtained by fermenting products to a desired level of
requirement. Fermentation comes from microorganisms such as bacteria, yeast or mold. There
are more than 3,500 fermented foods worldwide and the best known are breads, yoghurts and
cheeses and butter. These foods are more nutritious, tastier and easier to digest. In addition,
the fermentation improves foods safety; helps conserve food and increase their shelf life. In
this bibliographical study we looked at yeasts isolated from smen/dhan (traditional fermented
butter) marketed in the wilaya of Khenchela (Algeria) and their antagonistic properties against
moulds strains that cause food alteration. Studies show that traditionally fermented butter
(smen/dhan) is a good reservoir of yeast flora with a high potential for use in the

argolimentary industry as biocontrol and bioconservation agents.

KEY MOTS: yeast, butter, antagonism, mold, biocontrol- bioconservation



Résumés

gdlall

costhaall (gsiaall ) A il el ol oo Glipdd) 5 Beiadl ekl e Jpanl) 4y

Speddl Ll (e 3500 (e ST lia L odall o 5p0adll Lyl Fio 48l ) il Joady Gy il
Al sy ddas SV daala¥) o deadaV) odag ¢ sanilly cpally aliilly Sl o layedl Lallal) oladl wen b
sl & lajee 3 oah s 4Vl o Bilay o eVl ASks sy el Glld 1) ALYl . aagll Jeds
Leiygud @ Al (Aliil) 8yeiall 5233l1) laal) [ asd) (e Al dmall jileadl ) Upks (Appkall) Al solad) Al
iy o)) e s daia B et cad o) oSar ) el VDL i Al Lpaailad, Al 4N, b
Al LeaslSe) ) L) 5meal) ADLA ids oA o (smen/dhan) bl syeadl sasl of Y el

easloall Bl 5 Aa8lCall Aygn Jalge S5 8 Al de )3l dcliall 8 alasiudl)

enshsnl) Jaiall —En gl AxSA, dall, 3asl, 80e3 )t Al il



Introduction générale

——
—_
| S—



Introduction générale

Introduction générale

Durant les trois derniéres décennies, les microorganismes ont apporté une contribution
significative dans certains domaines industriels et en particulier agroalimentaires. Diverses
industries dépendent en grande partie de leurs métabolites (Ibukun et Akindumila, 1998 ; Abu

et al., 2005).

Les bactéries fermentent généralement le lait mais, parfois, les levures se trouvent dans
les laits fermentés. La présence de ces levures dans la communauté microbienne de certains
laits fermentés pourrait étre intentionnelle ou accidentelle (Maiwor¢ et al., 2019). Les levures
occupent une place essentielle dans 1’industrie alimentaire. Elles participent a I’¢laboration de
nombreux produits alimentaires (panification, fromagerie, brasserie,) et dans la production des
enzymes (I’invertase, lactase, lipase et les amylases) (Simon et Meunier, 1970), du glycérol
ainsi que certaines vitamines et solvants, mais aussi a la revalorisation de déchets agricoles,

industriels et a la production des protéines (Scriban, 1984 ; Leclerc et al., 1995).

La fermentation des aliments est I’une des premicres méthodes connues par I’homme
utilisée dans la transformation et la conservation des aliments. Il s’agit d’un processus
métabolique réalisé par les levures ou les bactéries qui convertissent le sucre en acide
organiques, alcools et dioxyde de carbone, sous condition anaérobie. Les métabolites produits
pendant la fermentation peuvent alors améliorer la saveur et la valeur nutritive, ainsi que la
durée de vie des denrées alimentaires (Caplice et Fitzgerald, 1999). La fermentation par
micro-organismes pourrait également enrichir le produit, en fournissant une excellente source

composés bioactifs bénéfiques pour la santé.

Il est largement reconnu que la qualité globale des produits dans les industries, telles que
la vinification, la production de saucisses et de produits laitiers, la cuisson, etc., est
principalement corrélée avec le développement de micro-organismes de détérioration (Du
Toit et Pretorius, 2000 ; Sperber et Doyle, 2009). Au cours des derniéres décennies,
plusieurs études ont porté sur I’application de starters antagonistes de levures dans divers
processus alimentaires et de boissons pour améliorer leur sécurité et leurs qualités
sensorielles, respectivement, par I’inhibition des organismes pathogenes et de détérioration,
alors les levures pourraient étre utilisées comme agent de biocontrdle et de bioconvervation

(Muccilli et Restuccia, 2015).
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Le lait se préte a de trés nombreuses transformations et donne la naissance a des produits
laitiers qui sont au cceur de notre alimentation : laits, fromages, yaourts, beurres, crémes,
desserts lactés et autres produits laitiers font ainsi partie de notre quotidien et contribuent,
sous des formes variées et riches en gott, a 1’équilibre alimentaire a chaque age de la vie

(Kyung et Orger, 2016).

L’Algérie est un pays traditionnellement consommateur de produits laitiers fermentés,
qui étaient jusqu'a une date récente fabriqué en milieu rural, principalement au niveau des
ménages, par fermentation spontanée des l'ait crus produits localement (Benkeroum et
Tamines, 2004). Parmi ces produits, le beurre fermenté « Smen/ dehan » fabriqué a partir de
lait cru non pasteurisé et dont la fermentation peut durer de quelques mois jusqu'a plusieurs

années selon les traditions régional (Bensalah et al., 2011).

Dans le présent travail, nous avons choisi de s'intéresser a certaines caractéristiques
technologiques, notamment antagonistes, des levures présentes dans des échantillons de
beurre fermenté élaboré dans la région de Khnechela. L'objectif était d’évaluer et de mettre
en évidence l'activité antifongique des levures afin de sélectionner les isolats a potentiel
antagoniste pour une éventuelle utilisation comme agents de biocontrdle et/ou de
bioconservation. Cependant, a cause de la pandémie de la COVIDI19 et de I’annulation des
travaux pratiques au niveau des laboratoires pédagogiques, le mémoire est présenté sous

forme d’une revue bibliographique et expérimentale.
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Chapitre 1 Revue bibliographique

1. LES LEVURES

1.1. Généralité :

Le terme levure provient du mot latin « levare » qui se traduit par le verbe « lever »
comme levain (Gyang, 1984), et sont des champignons unicellulaires eucaryotes qui se
reproduisent par bourgeonnement (reproduction végétative ; asexuée) qui est la forme majeur
de multiplication (Kreger-Van, 1984; Larpent, 1997; Bonaly, 1991).

Les levures utilisent comme source de carbone les glucides, les lipides, les protéines et
les acides nucléiques pour la biosynthése des constituants cellulaires et leurs oxydation
fournie I'énergie a la cellule (Larpent, 1991). Aussi, elles peuvent utiliser des sources non
conventionnelles comme I’éthanol et le glycérol (Tamaki et Hama, 1982). Les levures ont
besoin également de source d’azote dans la synthése des protéines, des acides nucléiques et
des vitamines. Les sels d'ammonium ou de nitrate sont souvent utilisés comme source
d’azote inorganique et les acides aminés comme source d’azote organique. Ces derniers sont
présents dans la farine de soja, le peptone, ’extrait de levure... etc. (Walker et al., 1995). De
plus, certaines levures ont besoins des oligo-¢éléments et des facteurs de croissance en faible
concentration indispensables a leur croissance.

Les températures de croissance des levures varient entre 25 et 30 °C. Toutefois, ces
températures ne sont pas des températures optimales que les levures trouvent dans certains
habitats (Vishniac et Hempfling, 1979).Elles présentent également une tolérance ¢€levée aux
pH extrémes (de 2,4 a 8,6) (Bouix et Leveau, 1991). Selon les facteurs environnementaux les
levures peuvent utiliser la respiration ou la fermentation pour produire de 1'énergie (Walker et

al., 1997).
1.2. Habitat et Morphologie :

Les cellules des levures sont généralement ovoides ou sphériques, parfois cylindriques,
allongées, apicules, ogivales ou en forme de bouteille (Leveau et Bouix, 1993 ; Larpent,
1997). La taille des levures varie considérablement en fonction des especes et de
I’environnement elle est généralement comprise entre 10 et 50 um. La paroi cellulaire elle
méme a une épaisseur d'environ 100 a 200 nm et représente 15 a 25% du poids sec d'une
cellule. 80 a 90% des polysaccharides qui la composent, en association avec quelques
protéines, sont : le glucane, le phosphomannane et la chitine.

Les levures se trouvent généralement dans le sol ou associées aux plantes,

champignons, animaux ou bien sur les végétaux riches en sucre (Bouix et Leveau, 1991).
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Elles sont aussi présentes dans la mer et les eaux douces associées au plancton (Van Uden et

Fell, 1968 ; Ahearn, 1973).
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Figure 1: Division d’une cellule de levure par Figure 2: Présentation d’une cellule de

bourgeonnement (Madigan et Martinko, 2007) levure (Manyri, 2005)

1.3. Le Métabolisme :
Les levures sont des organismes hétérotrophes, ce qui signifie qu’ils ont besoin des
substrats organiques dans leur environnement afin de se développer pour produire de
'énergie. Elles utilisent deux processus différents : la respiration (aérobie) et la fermentation

alcoolique (anaérobie).

1.3.1. La respiration :

Les levures utilisent la respiration en milieu aérobie (présence de dioxygene). Ce
métabolisme sert a produire des molécules d'ATP (adénosine tri-phosphate), source d'énergie
assimilable obtenue a partir de I’oxydation du glucose. La respiration cellulaire se déroule en
3 grandes étapes enzymatiques : la glycolyse, le cycle de Krebs et la chaine de transport des
¢lectrons, liée a la phosphorylation oxydative (Ostegaard et al., 2000).

L'équation bilan de la respiration cellulaire est :

C6H1206 + 602 — 6CO2 + 6H20 + 36 ATP

1.3.2. La fermentation alcoolique:
Elle est utilisée pour la fabrication du vin, de la biére, et la formation des composées

organoleptiques en plus de 1’éthanol (Guiraud, 1998). Lorsque le milieu est dépourvu de
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dioxygene, les levures utilisent la fermentation alcoolique. La premicére étape de la
fermentation alcoolique est la méme que celle de la respiration : c'est la glycolyse. La
molécule de glucose est donc dégradée en 2 molécules de pyruvate, mais cette fois-ci, les
molécules de pyruvate restent dans le cytosol, ou elles vont étre partiellement dégradées en
alcool (éthanol) et en CO,.

L’équation bilan de la fermentation est :

C6H1206 -—-> 2C2H50H + 2CO02 + 2 ATP (Ostegaard et al., 2000) .
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Figure 3: Fermentation alcoolique et les étapes enzymatiques au sein de Saccharomyces

cerevisiae (Oliveira et al., 2013).

1.4. Taxonomie et classification :
Les régles de taxonomie des levures et autres champignons relévent de ’autorité¢ du
code international de nomenclature botanique. La version la plus récente du code (Mc Neill et
al., 2006) a ¢ét¢ adoptée au dix-septiéme congres botanique international, Vienne, Autriche,

2005 (http://ibot.sav.sk/icbn/main.htm). Les 3 grandes classes des levures sont :

- Les ascomycétes : sont endogenes et de multiplication sexuée et donnent une
ascospore.
- Les basidiomycétes : sont exogeénes et de multiplication sexuée et donnent une

basidiospore ou ballistospore.




Chapitre |

Revue bibliographique

- Les deutéromycetes ou levures imparfaites : sont de multiplication asexuée =

végétative = bourgeonnement.

Tableau 1: Classification des levures (Kreger-Van, 1984)

Les levures ascomycétes

Les levures basidiomyceétes

Les levures imparfaites

Saccharomycetaceae

Schizosaccharomyces
2. Saccharomycetoidea
Ambrosiozyma
Arthroascus
Arxiozyma
Citeromyces
Clavispora
Cyniclomyces
Debaryomyces
Dekkera
Guilliermonedella
Hansenula
Issatchenkia
Kluyveromyces
Lodderromyces
Pachysolen
Pachytichospora
Pichia
Saccharomyces
Saccharomycopsis
Schwanniomyces
Sporopachydermia
Stephanoascus
Torulaspora
Wickerhamiella
Wingea

Yarrowia
Zygosaccharomyces
3. Lipomycetoideae
Lipomyces

4. Nadsonioideae
Hanseniaspora
Nadsonia
Saccharomycodes
Wickerhamia

5. Spermophthoraceae
Coccidiascus
Metschnikowia
Nematospora

1. Schizosaccharomycetoidea

Levures formant des
teliospores
Leucosporidium
Rhodosporidium
Sporidiobolus
Filobasidiaceae
Filobasidiella
Filobasidium
Levures non classées
Sterigmatosporidium

Sporobolomycetaceae
Bullera
Sporobolomyces
Cryptococcaceae
Aciculoconidium
Brettanomyces
Candida
Cryptococcus
Eeniella

Fellomyces
Kloeckera
Malassezia
Oosporidium
Phaffia
Rhodotorula
Schizoblastosporion
Sterigmatomyces
Sympodiomyces
Trichosporon
Trigonopsis
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1.5. Isolement et identification des levures :

1.5.1. Milieux de culture des levures :

Les levures sont isolées a partir d'un large éventail de milieux aquatiques, marins,
atmosphériques et les habitats terrestres. De nombreuses levures se produisent largement,
alors que certains semblent confinés a des habitats spécifiques. Les levures sont rarement
isolées en l'absence de moisissures ou de bactéries. Par conséquent, des techniques sélectives
sont souvent utilisées pour 1’isolement, en utilisant des milieux qui permettent aux levures de
se développer, tout en supprimant les moisissures et les bactéries. Ces milieux exploitent le
fait que les levures sont généralement capables de se développer a des niveaux de pH et
d’activité¢ de 1’eau qui réduisent ou inhibent la croissance des bactéries. Les milieux peuvent
¢galement inclure des antibiotiques ou des agents fongicides pour la suppression des

moisissures (Kurtzman et al., 2011).

1.5.2. Identification des levures :

Les criteéres de classification des levures comprennent: a) la taille et la forme de leurs
cellules; b) les structures pariétales; c) les modes de reproduction végétative; d) s'ils se
reproduisent ou non sexuellement et, si oui, leur mode de reproduction sexuelle; et (e) leur
capacit¢ a utiliser divers composés exogenes. De plus, a partir des années 1970, les
caractéristiques génotypiques sont devenues de plus en plus utilisées et primordiales dans

I’identification.

e Identification phénotypique :

La classification phénotypique utilise des caractéres considérés comme importants (Bouix
et Leveau, 1991 ; Larpent, 1991 ; Guiraud, 1998):

- les caractéres culturaux macroscopiques et microscopiques ;

- les caractéristiques physiologiques ;

- le mode de reproduction ;

- la formation des ascospores ;

- Daptitude de filamentisation ;

- les besoins nutritionnels et énergétiques ;

- T’utilisation des sources de carbones ou d’azote ;
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e Identification moléculaire :

La taxonomie conventionnelle est fondée sur la modalité de reproduction sexuelle, si elle
est présente, sur la morphologie des cellules et sur les caractéristiques physiologiques et
biochimiques. Les tests sont longs et laborieux et trois semaines sont souvent nécessaires pour
obtenir les résultats complets. Ces dernic¢res années, les temps demandés pour I'identification
des levures ont été réduits par l'introduction de techniques moléculaires appliquées a 1'étude
des chromosomes entiers ou a l'analyse de domaines spécifiques ou une partie d'entre eux ;
I'¢lectrophorese en champ pulsé pour l'analyse du caryotype, la PCR/RFLP des régions NTS2
et ITS du rDNA, le séquencage des domaines D1/D2 du rDNA et, pour l'identification au
niveau de la souche, la PCR des régions inter-5 et la RFLP de I'ADN mitochondrial (
Pulvirenti et al., 2003).

1.6. Les applications des levures :

Les levures jouent un role important dans les chaines alimentaires, et les cycles de
carbone, d'azote et le soufre.

Elle peuvent étre génétiquement manipulées par l'utilisation de la technologie
recombinante  (hybridation, mutation, cytoduction, fusion sphéroplaste, transfert
chromosomique unique..) par exemple : Saccharomyces cerevisiae , Hansenula polymorpha ,
Pichia pastoris sont maintenant utilisés pour exprimer geénes pour produire des protéines
humaines d’intérét pharmaceutique (domaine biotechnologique) (Satyanarayana et Kunze,
2009), et l'utilisation des levures comme agents probiotiques: micro-organismes probiotiques
sous forme de suppléments ou aliments fermentés ou levure constituant comme ingrédients
alimentaires fonctionnels (Vieira et all., 2015) qui entrants dans le domaine d’industrie des
aliments fonctionnels .

Et plusieurs autres utilisations dans plusieurs domaines tels que le domaine agricole ou
agro-industriel, Industrie-alimentaire, Agro-alimentaire et le domaine d'alimentation du

produit laitier.
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2. LES PRODUITS LAITIERS FERMENTES
2.1. Le lait :

Le lait est le produit qui est secrété par la glande mammaire des mammiféres femelles.
Son rdle est de nourrir et de fournir une protection immunologique. Il est produit par les
vaches, les buffles, les moutons, les chévres et les chameaux pour la consommation humaine
(Robinson, 2002). Le lait est un liquide biologique complexe et leur principaux composants
sont : les protéines (la caséine et les protéines solubles), le lactose, les graisses et les minéraux
et des sels de calciums, de phosphore, de chlore, de sodium de potassium et de soufre. Du fait
de sa composition physico-chimique, le lait est un excellent substrat pour la croissance
microbienne, de ce fait on trouve que le lait comporte une flore originelle et une flore de

contamination (Bordjah, 2011).

Le lait a I’état naturel est une matiére hautement périssable parce qu’il est sensible a la
détérioration rapide par I’action des enzymes et des microorganismes (contaminants ou flore
naturelle). . De nombreux processus ont été développés au fil des ans pour préserver le lait
pendant de longues périodes et améliorer son utilisation et sa sécurité par la conversion en
une grande variété de produits laitiers, tels que les fromages, les yogourts, le beurre ...etc

(Maoloni et al., 2020 ).
2.2. La microbiologie du lait :
2.2.1. Microflore du lait :

La flore microbienne «totale» quantifiée lors des analyses du lait représente une image
non exhaustive de I’ensemble des micro-organismes vivants présents dans 1’échantillon du
lait. Il est fréquent de classer les micro-organismes en fonction de leur intérét/risque vis-a-vis
de I’¢laboration, I’altération et I’hygiéne des produits. Parmi les grands types de flores
microbiennes habituellement dénombrés dans les laits crus sont les staphylocoques et les
coliformes sont systématiquement mis en évidence, a des niveaux moyens similaires quelles
que soient les especes animales laitieres. Les bactéries lactiques sont toujours représentées,
mais sont plus nombreuses dans les laits de chévres et de brebis. Dans la plupart des cas pour
les laits de vaches, des Pseudomonas sont également détectés, ainsi que des bactéries
propioniques, des levures et des entérobactéries (Laithier, 2011). La microflore dans le lait
lorsqu’il quitte la ferme est influencée de manicre significative par la température de stockage

et le temps écoulé apres la collecte (Robinson, 2002).
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2.2.2. La flore de contamination

Le lait peut contenir d’autres micro-organismes dans le cas ou il est issu d’un animal
malade. Les principales sources de contamination sont les suivantes: (1) Les feces et
téguments de 1I’animal qui peuvent contenir (Les Coliformes, Les Bacillus, Les Clostriduim et
Salmonella). (2) Sol : peut contenir les bactéries sporulées et les spores de champignons. (3)
Les aliments laitiers peuvent étre a l'origine de la contamination par les Lactobacilles et
Clostriduim butyrique. (4) Air et eau. (5) Equipement de traite et de stockage du lait : il
contient la flore lactique, les microcoques, les lactobacilles et les levures. (6) Le manipulateur
: peut étre a l'origine de la contamination par les mains (staphylocoques) (Mechrok et al.,

2005).
2.2.3. La flore d’altération :

La qualit¢ microbiologique initiale du lait peut varier énormément et il existe trois
sources de base de contamination microbienne du lait: (1) de D’intérieur du pis, (2) de
I’extérieur des tétines et pis et (3) de I’équipement de manutention et de stockage du lait. Les
nombres et les types de micro-organismes dans le lait immédiatement aprés production (la
microflore initiale) reflétent directement la contamination microbienne. Le dénombrement de
la flore totale est un indicateur utile pour surveiller la qualit¢ du lait et les conditions

sanitaires présentes pendant la production, la collecte et la manipulation (Robinson, 2002).

Les traitements thermiques doux sont couramment appliqués pour réduire les
contaminants naturels du lait cru avant consommation ou transformation. Les échantillons de
lait cru avaient un nombre total moyen de bactéries; la plupart de ces bactéries étaient des
bactéries d’acide lactique (LAB) comme entérocoques , Lactocoques , Leuconostocs ,
Lactobacilles mésophiles , Entérococcus. faecalis, Enterococcus. faecium ,Enterococcus
durans, Lactococcus. lactis, Lactobacillus. plantarum, Leuconostoc. lactis et autre bactéries

comme les Pseudomonas (Samelis et al., 2009).
2.2.4. La flore pathogene :
a) Les bactéries pathogénes de lait et leurs pathogénies :

La plupart de ces bactéries peuvent provoquer des troubles passagers tels que des
diarrhées et des vomissements. C'est le cas de la plupart des E. coil, Campylobacter, S.

aureus, Salmonella, ou B. cereus (Cerf, 2002).
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Cependant, d'autres peuvent étre a 1’origine de maladies graves. Ainsi, on sait que E. coli
peut provoquer le syndrome hémolytique urémique, surtout chez les enfants de moins de 15
ans, avec une létalit¢ de D'ordre de 1 et 2 % (Haeghebaert et al., 2002). De méme, L.
monocytogenes peut provoquer des avortements tardifs, des septicémies et des troubles
nerveux graves aboutissant a la mort dans 20 et 30 % des cas (ces maladies affectent surtout
les femmes enceintes, les nouveau-nés, les personnes agées, les personnes immunodéprimées)

(Anonymous, 2001Db).

Clest cette 1étalité élevée qui place L. monocytogenes au premier rang des préoccupations
des responsables de la santé publique, en matiere de toxi-infections alimentaires. Les
infections par Campylobacter (Federighi, 1999) et certaines souches d’E. coli productrices de
verotoxine peuvent avoir a long terme des séquelles entrainant des troubles du systéme

neveux.
b) Le traitement :

Le traitement thermique du lait et la viabilité des germes pathogeénes et 1'activité de leurs

toxines :

Le chauffage du lait aux températures connues de pasteurisation était généralement
considéré jusqu'a présent comme suffisant pour détruire avec certitude les germes pathogenes
non sporulant qui s'y trouvaient éventuellement. Dans les, derniers temps toutefois, différentes
publications ont paru, dans lesquelles il est relaté¢ que I'on aurait décelé ¢galement la présence
de germes pathogeénes dans le lait pasteurisé. Il s'en est suivi que, tant parmi les professionnels
que parmi les consommateurs de lait, la question de I'efficacité de la pasteurisation du lait s'est
de nouveau posée, tant en ce qui concerne les températures que la durée de chauffage (Kastli,

1957).

C'est ainsi, par exemple, qu'en Allemagne, lors de différentes recherches effectuées sur du
lait pasteurisé en bouteilles, on a constaté la présence, en pourcentage vraiment élevé, de
bacilles de la tuberculose encore virulents. Par ailleurs, différents auteurs ont examiné la
question de la viabilité des rickettsies aux températures de pasteurisation, ils sont arrivés a des
résultats partiellement contradictoires. Méme la question de la viabilité des virus apres
pasteurisation mériterait un nouvel examen. En corrélation avec la question de I'action de la
chaleur sur les germes pathogénes du lait, on allégue parfois que le chauffage rend bien

inactifs les germes vivants, mais ne détruit pas leur toxicité, de sorte que ce mode de
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traitement du lait ne pourrait empécher de porter préjudice a la santé du consommateur

(Kastli, 1957).

Une réponse a ces questions ne saurait en aucun cas étre fondée sur la notion de la «
pasteurisation du lait » vu que les prescriptions 1égales concernant le degré de température et
la durée du chauffage lors de la pasteurisation varient dans les différents pays. Nous ne
pouvons non plus partir de la question de savoir si I'on a trouvé encore des germes pathogénes
virulents dans du lait " pasteurisé " puisqu'il n'est pas démontré que, de ce chef, le lait mis sur
le marché comme étant pasteurisé¢ a été chauffé correctement suivant les prescriptions en
vigueur, que toute possibilité de réinfection par des germes pathogénes aprés pasteurisation a
¢été éliminée, ou qu'un mélange avec du lait cru n'ait pas eu lieu. Ce n'est pas la désignation du
lait, mais le résultat du controle de la pasteurisation, qui doit fournir la preuve que la

pasteurisation a été faite adéquatement. (Kastli, 1957)
2.3. Produits laitiers fermentés :

La fermentation est I’'une des premiéres méthodes connues et utilisée par I’homme dans
la transformation et la conservation du lait. Il s’agit d’un processus métabolique microbien
(levure ou bactérie) qui convertit le sucre (lactose) en acide organique (acide lactique), alcool
et dioxyde de carbone, sous condition anaérobie (Kyung et Orger, 2016). Les métabolites qui
en résultent produits préservent I’aliment et sont a 1’origine de I’amélioration de la saveur, de
la valeur nutritive, et des propriétés organoleptiques des produits transformés (Caplice et
Fitzgerald, 1999). Le lait se préte a de trés nombreuses transformations et donne la naissance
a des produits laitiers qui sont au cceur de notre alimentation : laits, fromages, yaourts,
beurres, crémes, desserts lactés et autres produits laitiers font ainsi partie de notre quotidien et
contribuent, sous des formes variées et riches en gotit, & I’équilibre alimentaire a chaque age

de la vie (Kyung et Orger, 2016).
2.3.1. Le lait fermenté :

L'histoire des laits fermentés est étroitement liée a la consommation du lait et a sa
conservation. L’histoire de la fermentation du lait remonte aux Sumériens, aux Babyloniens,
(Tamime, 2002). La production du lait fermenté est obtenue par la transformation du lactose
du lait en acide lactique par fermentation spontanée ou en utilisant des cultures starters
obtenues a partir de fabrications antérieures ou par inoculation directe de souches

microbiennes sélectionnées. Les microorganismes impliqués dans les modifications

15

——
| S—



Chapitre 2 Revue bibliographique

biochimiques du lait comprennent les bactéries lactiques ou une combinaison de bactéries
lactiques et les levures (Aryana et Olson, 2017 ; Cardinali et al., 2016-2017). Les bactéries
lactique produits des exopolysaccharides, ce qui améliore les propriétés rhéologiques du lait
fermenté et améliorer les avantages pour la sant¢ des consommateurs (les troubles

fonctionnels intestinaux et le systtme immunitaire). (Bourlioux et al., 2011).
2.3.2. Le yaourt :

Le yaourt est le plus connu des produits laitiers, est un produit obtenue grace a 1’action
de bactéries lactiques, notamment  Streptococcus thermophilus et d’autres bactéries

appartenant trés majoritairement aux genres Lactobacillus et Bifidobacterium .

La variété des souches bactériennes utilisées et des ingrédients ajoutés (sucre, fruits)
aboutit a un grand nombre de produits qui se caractérisent par une densité énergétique
modérée et une teneur ¢levée en calcium qui les rend difficilement contournables pour
atteindre un équilibre alimentaire satisfaisant. Les yaourts sont dotés de fonctionnalités
bénéfiques pour la santé, liées aux souches bactériennes spécifiques qu’ils contiennent.

(favorisent la digestion du lactose (Bourlioux et al., 2011).
2.3.3. Le fromage :

Le fromage est un des premiers moyens de conservation du lait. C’est un produit laitier «
vivant » qui offre une stabilité relative et variable (Richonnet, 2015), et peuvent étre préparés
a partir de lait cru ou pasteurisé. Les fromages traditionnels, présentent une grande diversité
de caractéristiques sensorielles qui résultent principalement de I’évolution et du métabolisme
de consortiums microbiens complexes dans le noyau de fromage et/ou a la surface pendant la
fermentation et la maturation (Beresford et al., 2001 ; Callon et al., 2004 ; Duthoit et al.,
2005).

2.3.4. Le beurre :

Le beurre est une émulsion d’eau dans I’’huile, ou la matic¢re grasse laitiere forme la
phase continue. Cela contraste avec la créme, qui est une émulsion de globules gras en
suspension dans le lait en phase aqueuse. Ainsi, une inversion de phase en émulsion se produit
lors de la fabrication du beurre. Cela se produit lors du barattage de la créme et, par
conséquent, la mati¢re grasse laiticre est concentrée dans le produit. Le beurre contient 80%

de matieres grasses laitieres (généralement 80 a 81%), 17% d'humidité, 1% de glucides et de
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protéines, et 1,2 a 1,5% de chlorure de sodium (sans sel, la matiere grasse laitiere augmente a

82-83%). Le pH du beurre a la créme sucrée (non fermenté¢) est d'environ 6,4 a 6,5 (Dvor et
al., 2016 ; Cakmakg et al., 2014 ).

Le gott et I’ardome du beurre dépend fortement des micro-organismes qui résident et

fermentent la créeme (Caplice et Fitzgerald, 1999).
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3. LES LEVURES COMMES AGENTS DE BIOCONTROLE ET DE
BIOCONSERVATION

3.1. Introduction :

Les levures sont un groupe de micro-organismes caractéris€s par la capacité de croitre
et de survivre dans des conditions différentes et stressantes, puis de coloniser 1’écosystéme
environnemental et humain. Les caractéristiques concurrentielles ont attiré 1’attention des
scientifiques, qui ont proposé leur application réussie en tant qu’agents bioprotecteurs dans les
secteurs agricole, alimentaire et médical...etc. Ces activités antagonistes reposent sur la
concurrence pour les nutriments, la production et la tolérance des fortes concentrations
d’éthanol, ainsi que sur la synthése d’une grande classe de composés antimicrobiens, connus
sous le nom de toxines tueuses, ont une grande biodiversité, en termes de caractéristiques
moléculaires, de déterminants génétiques, de spectres d’action et de mécanismes d’action
contre les toxines et contre les mécanismes de détérioration des aliments, mais aussi contre les

pathogenes végétaux, animaux et humains (Muccilli et Restuccia, 2015).

3.2. Application des levures dans la bioconservation ou dans le biocontrole :

Les agents de conservation chimiques des aliments sont couramment utilisés pour
prolonger la durée de conservation et pour améliorer la qualité¢ des aliments en inhibant la
croissance des bactéries pathogeénes. Cependant, les craintes croissantes des consommateurs
au sujet de leur toxicité potentielle et des agents pathogenes résistants aux antimicrobiens
présents dans les aliments, qui constituent un risque direct pour la santé publique, ont incité la
recherche sur des méthodes alternatives et plus slires de conservation des aliments, dont la
biopréservation a été¢ per¢ue comme un substitut potentiel (Ross et al., 2002 ; Carocho et al.,
2015).

Les agents de biocontrole microbien se sont des agents qui inhibent 1’établissement et la
croissance des agents pathogenes et l'activité a 1’utilisation de fongicides synthétiques (Droby
et al., 2009 ; Pertot et al., 2017). La biopréservation ou le biocontrole désigne I'utilisation de
micro-organismes naturels ou contrdlés, ou leurs produits antimicrobiens, pour prolonger la
durée de conservation et pour améliorer la sécurité¢ des aliments (Stiles, 1996), et il peut étre
réalisé par 1’ajout de métabolites antimicrobiens sans la souche productrice sans impacter la

qualité¢ des aliments ou leur mécanisme de la technologie, seules ou associées a d’autres
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moyens de protection des plantes. Ces techniques sont fondées sur les mécanismes et les
interactions qui régissent les relations entre especes dans le milieu naturel. Ainsi, le principe
du biocontrole repose sur la gestion des équilibres des populations d’agresseurs plutét que sur

leur éradication (Contarino et al., 2019).

Un certain nombre de micro-organismes et d’autres agents biologiques ont été
considérés comme cruciaux dans la biopréservation des aliments, indirectement (en modifiant
le pH ou la pression osmotique) ou directement (en produisant des composés toxiques,
composants antimicrobiens, enzymes, antibiotiques...etc.)(Muccilli et Restuccia, 2015).
Bien que les ¢études et les applications pratiques les plus intensives des antagonismes
microbiens se soient concentrées sur les bactéries d’acide lactique (LAB) les levures
représentent une excellente alternative comme agent de bioconservation (Galvez et al., 2014).

Les caractéristiques antagonistes de la levure ont été attribuées principalement a : (1) a
la concurrence pour les nutriments en particulier dans les fruits (Janisiewicz, 1994 ; Mercier et
Wilson, 1994). La levure épuise rapidement le glucose, le fructose ou le saccharose,
empéchant la croissance de micro-organismes indésirables, comme déja largement exploité
dans la fermentation des aliments et des boissons par 1’espeéce Saccharomyces cerevisiae
(Muccilli et Restuccia, 2015) ; (2) changements de pH dans le milieu a la suite de 1’échange
d’ions couplé a la croissance ou de la production d’acide organique; (3) tolérance des
concentrations ¢€levées d’éthanol (Passoth et Schniirer, 2003) ; et (4) la sécrétion et la
libération de composés antimicrobiens, comme les toxines tueuses ou les « mycocines »

(Suzuki et al., 2001 ; Schmitt et Breinig, 2006).

3.3. L’activité anti microbienne et anti fongique des levures :
3.3.1. Définition sur les levures a toxine :

Les toxines tueuses a levures, également appelées mycocines ou toxine killer, ont été
initialement définies comme des protéines extracellulaires, des glycoprotéines ou des
glycolipides qui perturbent la fonction de membrane et cellulaire de la levure sensible au

composé (Golubev, 2006 ; Kulakovskaya et al., 2003 ; Kulakovskaya et al., 2004),

L’activité toxique est dirigée principalement contre la levure est étroitement liée a la
souche productrice, qui a un facteur protecteur. Le phénotype tueur est répandu parmi la

levure et environ 100 especes tueuses de levure ont été décrites a ce jour. Ainsi, ils ont un
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potentiel en tant qu’antimicrobiens naturels dans les aliments et pour controle biologique des
pathogenes végétaux, ainsi que des agents thérapeutiques contre les animaux et les Infections

(Mannazzu et al., 2019).

3.3.2. La Production des toxines :

La production de toxines est un phénotype relativement commun dans la nature. Ceci a
été décrit pour les bactéries, levures, et les champignons comme une partie générale d’un
mécanisme visant a la domination de la concurrence au sein les niches environnementales
dans lesquelles ils vivent (Mannazzu et al., 2019). La production de toxines tueuses a été
démontrée parmi de nombreux genres de levure, y compris Saccharomyces, avec 1’isolement
initial d’une souche de Saccharomyces qui a inhibé la croissance d’autres souches de S.
cerevisiae, Candida, Cryptococcus, Debaryomyces, Kluyveromyces, Pichia, Torulopsis,
Williopsis et Zygosaccharomyces (Young, 2012 ; Muccilli et al., 2013) . La plupart des
levures tueuses peuvent tuer d’autres levures de la méme ou de différentes especes et genres

(Mannazzu et al., 2019).

3.3.3. Les mécanismes des toxines tueuses :

Les mécanismes bien connus de la toxine tueuse contre d’autres champignons sont
I’inhibition de la synthése ou de I’hydrolyse du glucane dans la paroi cellulaire des souches
sensibles, 1’interruption de la division cellulaire en bloquant la synthése de I’ADN, le clivage
de I’ARN, le blocage de 1’absorption du calcium et la fuite d’ions causée par la formation de
canaux sur la membrane cytoplasmique (Ross et al., 2002 ; Carocho et al., 2015).
Contrairement a I’antagonisme a levures contre levure/moisissures, les propriétés

antibactériennes de la levure sont beaucoup moins documentées.
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Le présent travail concerne I’isolement et 1’é¢tude de 1’antagonisme des levures isolées a
partir des échantillons de beurre fermenté traditionnel, fabriqué dans la wilaya de Khenchela.

I1 est communément appelé Dehan ou Smen dans différentes régions en Algérie.
1. Echantillonnage :

Les échantillons sont récupérés aseptiquement, auprés des commercants, dans des

sacs en plastique stériles, puis conservés au réfrigérateur a 4°C jusqu’a leur traitement.
2. Isolement :

10g de chaque échantillon de Smen sont ajoutés a 90 ml d’eau peptonée stérile a 1%
(Annexe 1) et homogénéisés. Pendant 45 minutes sur la plaque d’agitation. A partir de cette
dilution (10™), des dilutions décimales sont réalisées de 102 a 10, A partir de ces dilutions,
0,1 ml de chaque dilution est étalé, a I’aide d’un rateau stérile, sur des boites de pétri
contenant le milieu Sabouraud (Annexe 2), puis les boites sont incubées en aérobiose a 30°C

pendant 3 a 7 jours (Hammer et al., 1998).
3. Purification et sélection des isolats :

Les colonies, bien individualisées et supposées représentatives des levures, sont
aléatoirement sé¢lectionnées. La vérification de la pureté de la souche s’effectue par plusieurs
repiquages en milieu solide. Apres l’incubation, 1’observation des caractéres culturaux
permet de désigner la pureté des souches. L’examen microscopique est réalisé¢ a partir des

colonies suspectes isolées sur milieu de culture précédent (Bouzagag, 2007).
4. Conservations des levures :

Les échantillons des levures sont repiqués sur milieu gélosé (Sabouraud ou Malt Agar
(MA) (Annexe 3). Les culture sont incubées pendant 3 a 7 jours, pour permettre une
croissance maximale, puis les cultures pures sont stockées a 4°C pour favoriser leurs viabilité

et limiter les possibilités de variations (Ul-Hagq et al., 2002).
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5. Identification :

L’identification des levures isolées, selon les méthodes conventionnelles, repose sur la
détermination de divers caractéres culturaux, morphologiques et physiologiques (Kurtzman et
al., 2011). En effet, les critéres d’identification n’ont pas tous la méme importance, ils

doivent étre utilisés dans un ordre bien déterminé (Bouix et Leveau, 1991).
5.1. Les caractéres culturaux (macroscopiques):

Cette étude est effectuée a partir d’ensemencement sur milieux liquides et solides. Les
caracteres culturaux étudiés sont : la forme, 'aspect, la couleur et la croissance des cultures

(Filofteia, 2010) :
e Aspect en milieu liquide:

Les souches pures sont ensemencées sur milieu YPG (Yeast Peptone Glucose) liquide et
incubées 3 jours a 25°C. Au cours de cette incubation, la présence des levures est traduite par
I'apparition d’un trouble, d’un voile, d’un anneau, de dépdt granuleux poussiéreux et la

formation de gaz.
e Aspects en milieu solide:

Les souches pures sont repiquées sur YPGA (Yeast Peptone Glucose Agar) (Annexe 4)
par la méthode des stries. Les boites sont incubées 3 jours a 25°C puis laissées a la lumicre et
a la température ambiante pour favoriser 1’apparition éventuelle de pigment. L'observation des
colonies est réalisée afin de décrire leur forme (contour régulier ou irrégulier, convexes ou

concaves), leur aspect (brillant ou mat, visqueuse) et leur couleur ....etc.
5.2. Les caractéres microscopiques:
e Forme et taille des cellules:

L’examen microscopique est effectué pour des cultures jeunes en YPG et YPGA (24- 48
h a 25°C) sur une lame a I’état frais (grossissement x40 et/ou grossissement x100); afin de

déterminer la forme, la taille des cellules des levures.
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e Mode de reproduction:

Pour le mode de reproduction asexuée, une observation sur une lame de [’état frais
(grossissement x40 et/ou grossissement x100), est réalisée sur des cultures jeunes en milieu

YPGA.

Quant au mode sexuée, les levures sont ensemencées sur milieu PDA (Potato Dextrose
Agar) (Annexe 5) et Sabouraud et incubées de 7 a 10 jours a 25 °C. Un étalement sur lame est
effectué¢ et 1’observation au microscope a 1’état frais et réalisée (grossissement x40 et/ou

grossissement x100).

L’aptitude a la filamentisation est observée a partir d’'une culture sur milieu PDA en
boite de Pétri. La levure a examiner est ensemencée en une strie longitudinale a la surface du
milieu gélosé. Une lamelle stérile est ensuite placée sur le centre de la strie. L observation
microscopique (grossissement x40 et/ou grossissement x100) est réalisée durant le période de
3 a 7 jours. La présence du mycélium et la colonie ainsi que sa nature sont notées (Filofteia,

2010).
5.3. Caractéristiques biochimique et physiologiques:
e Fermentation des sucres:

La description standard des levures se base sur la capacité a fermenter certains sucres,
examinés dans des tubes de Durham pendant une période fixe. La caractérisation de la
fermentation qu’elle soit vigoureuse, bonne, lente ou faible, dépend de la quantit¢ de gaz

dégagé dans le tube d'insertion (Kreger-van, 1984).
e Assimilation de substrats carbonés:

L’¢étude de I’assimilation des sources carbonées est réalisée sur milieu minimum YNB
(Yeast Netrogen and carbon Base) (Annexe 6), additionné de 0.5 % de source de carbone:
pour 100 ml de I'eau distillé nécessite 6.7 g de YNB et 5g de source carbonés .Ce milieu est
stérilisé par filtration (diametre = 0.22 um), puis il est réparti dans des tubes contenant 4.5 ml
d’eau distillée stérile (0.5 ml/tube). Les substrats carbonés testés sont : le D-glucose, le D-
galactose, le saccharose, le D- maltose, le lactose, le raffinose, I’arabinose, le mannitol,
rhamnose, sorbitol, D-xylose, amidon soluble, cellubiose, inositole, sorbose. L’assimilation
de la source carbonée se traduit par le milieu trouble indiquant la croissance de la souche dans

le milieu apres incubation a 25°C pendant 72 h & 03 semaines (Temim et Hamaidia, 2018).
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Ces composés sont choisis pour leur intérét distinctif, bien que la connaissance détaillée

de leur utilisation, du point de vue biochimique, fait souvent défaut (Ostergaard et al., 2000).
e Assimilation de substrats azotés :

La plupart des levures sont capables d'assimiler différentes sources d’azote organiques et
inorganiques dans la biosynthése des acides aminés, des protéines, des acides nucléiques et
des vitamines (Guiraud, 1998). L’assimilation des ions d'ammonium (fournis dans le milieu
ou dérivés du catabolisme d'autres composés azotés) est largement répandue chez les levures.
Cependant, d'autres especes levuriennes se caractérisent par une capacité a utiliser les

nitrates et d’autres composés, comme source d’azote (Walker et al., 1997).

Les sources azotées testées sont : nitrate de potassium (KNOs), cystéine, tryptophane,
leucine, acide aspartique, alanine, thréonine, acide glutamique, glutamine, guanine et adénine,
et le sulfate d’ammonium et peptone sont utilisées comme témoin positif. Le milieu utilisé
dans cette étude est YCB (Yeast Carbon Base) (Annexe 7), la préparation des solutions
azotées : solution acide aminé a 1% et 1g de source azotée dans 100 ml d’eau distillée puis
ensemencer dans le milieu de base YCB (stérile) en masse avec 1 ml de levure et bien
mélangé. Apres solidification du milieu, les disques stériles sont déposés en imprégnés des
solutions azotées susmentionnée Incuber 3 a 7 Jour a 25°C. Observer la croissance de la

levure autour du composé azoté (Temim et Hamaidia, 2018).
6. Détermination de I’activité antifongique des levures :

Les activités antagonistes des levures sélectionnées sont recherchées contre des

moisissures impliquées dans 1’altération des aliments et les cultures (fruits et [égumes).
6.1. Préparation des souches test :

Les moisissures test sont cultivées sur I’extrait de malt agar (MA) a 30 °C pendant 5 a 7
jours, mettre dans 10 ml d’eau distillée stérile pour la dissociation des spores, apres cette
suspension est filtrée sur papier Wattman N°= 100mm et dénombrée par cellule de Malassez

(Laref, 2014).
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6.2. Détermination de pouvoir d’antagonisme des levures :

Les levures sélectionnées sont ensemencés en une seul strie de 2 cm de langueur sur
milieu (MA), puis incubées a 28°C pendant 72h. Une goutte de chaque suspension de spores
est ensuite déposée a une distance identique des stries, puis incubées a 30°C. L’activité est
¢valuée régulierement autour des levures cultivées en mesurant le diametre des zones
d’inhibition entre la levure et la moisissure testée. Ces zones d’inhibition sont mesurées en

mm et comparées aux tests de controle (ensemencement de la moisissure test sans la levure)

(Chen et al., 2018).
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1. Dénombrement :

Ces travaux visaient d'estimer le nombre et d’évaluer la diversité des levures qui
contaminent certains produits laitiers (le beurre) en dilution variées dans le sud d’Algérie et

dans la Tunisie.

Les échantillons de beurre traditionnel smen/dhan prélevés de 4 régions du sud de
I’Algérie ; Ain-Safra, Mograr, Béchar et Saida, se caractérisent par la présence des levures

comme le tableau suivant les présente (Kacem et Karam, 2006).

Tableau 2: Nombre moyen des levures de beurre provenant du lait de chamelle recueillis

dans quatre régions du Sahara algérien (Kacem et Karam, 2006).

Groupe microbien Ain-Safra Mograr Béchar Saida

Levures (log UFC/g) 3.88+0.19 3.84+0.18 298 £0.18 2.08+0.18

(Moyenne =+ écart type)

Le dénombrement des levures dans le beurre traditionnel de la Tunisie, était de 4.81
log UFC/g. Cette valeur était plus élevée que celle rapportée par Sag dig et ces collaborateurs

(2004) dans le beurre turc traditionnel (Samet-Bali, 2008).

La charge notée en levures est la conséquence de 1’exposition prolongée de produit a
I’air libre pourvu de ce type de micro-organismes aérobies au moment de la conservation.
Ainsi la présence des levures dans le beurre peut étre 1ié a leur caractére acidophile et a leur

faible sensibilité aux bactéries lactiques antagonistes (Benkerroum et al., 2013).
1.1. Identifications :

L’identification des levures est effectuée a 1’aide des caractéristiques phénotypiques et
biochimiques. L’examen microscopique des isolats levurienne prélevés des différentes
colonies, au grossissement 10x10, laisse apparaitre des levures de forme ronde ou ovoide.

Elles se groupent en amas, en chainette ou en paires sous forme de bourgeonnement.

A partir des données biochimiques et physiologiques présentées, il est évident que tous

les especes de levures qui sont également systématiquement isolés du beurre traditionnel et

29

——
| S—



Résultats et Discussion

identifi¢ pourraient assimiler les sources de carbone D-glucose et inuline (Moubasher et al.,
2018 ; Kacem et Karam, 2006). Les principales espéces de levures présentes dans ce beurre
traditionnel (smen/dhan) appartiennent a 1’espéce Saccharomyces cerevisiae, et au genres

Saccharomyces, candida et Pichia (Moubasher et al., 2018).
2. L’activité antagoniste des levures :

Les levures jouent un réle important dans la qualité¢ et la sécurité des produits
alimentaires (Moubasher et al., 2018), en raison de leur action antagoniste contre les
champignons, certaines levures ont ¢été développées comme agents de biocontrole et de

bioconservation des aliments contre les moisissures (Fleet, 2007).

Les levures ont différents mécanismes d’action de leur activité antifongique, soit par (1)
I’inhibition de la croissance du mycélium, (2) la production des enzymes qui dégradent les
parois cellulaires fongiques, (3) la production des substances volatiles antifongiques, (4) la
concurrence pour les substrats, et (5) 1’action sur la germination fongique des spores (Nally et

al., 2015).

La plupart des levures tueuses sont utilisées comme starter pour empécher la croissance
des levures, moisissures et des bactéries de détérioration dans les fermentations de vin (Hara
et al., 1980 ; Cocolin et Comi, 2011). Par exemple dans le cas de la production de vin
mousseux, Todd et ces collaborateurs (2000), ont étudié le comportement de deux souches
sensibles de Saccharomyces. cerevisiae en présence d’un mélange de deux toxines tueuses
(K2 et Klus) (tableau3), contre les microorganisme de détérioration (Pfeiffer et Radler,
1984 ; Van Vuuren et Jacobs, 1992 ; Maqueda et al., 2012). Aussi, une souche de
Saccharomyces cerevisiae a ét¢ ¢galement exploitée dans la production de pain (Bortol et al.,
1986).

Les deux toxines tueuses, CpKT1 et CpKT2, de la levure isolée du vin Candida
pyralidae (tableau3) ont montré une activité mortelle contre plusieurs souches de
Brettanomyces. bruxellensis, en particulier dans le jus de raisin (Mehlomakulu et al., 2014).

Les souches de levure isolées de la canne a sucre et de la rhizosphére de mais, des
feuilles et des tiges, identifiées comme Torulaspora globosa, ont inhibé la croissance des
moisissures phytopathogenes, Colletotricum sublineolum et Colletotrichum graminicola,
(tableau3), deux agents de I’anthracnose dans, respectivement, le sorgho et le mais (Rosa-

Magri a al., 2011).
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D’autres résultats des interactions levure/moisissure (Figures 4 et 5), montrent 1’effet de
la culture combinée des 10 souches de Saccharomyce Cerevisiae (S mix) sur la croissance de
Aspergillus Carbonarius. 11 était évident que Saccharomyces. cerevisia cultivée soit
individuellement ou en culture mixte avec d’autres levures a eu comme conséquence
I’inhibition totale d’Aspergillus. carbonarius. Les autres especes de levure (Rhodotorula. spp,
Pichia. spp et Dekkera. spp) ont présenté également des activités antagonistes
(Tryfinopoulou et al., 2020).

Dans le secteur laitier, 1’utilisation de souches de levure starter pour prévenir la
détérioration du fromage (Fatichenti et al., 1983 ; Liu et Tsao, 2009 ; Jakobsen et Narvhus,
1996), du yogourt ( Lowes et al., 2000 ; Liu et Tsao, 2009 ; Liu et Tsao, 2010) et d’autres
aliments comme le beurre (Palpacelli et al., 1991) a ¢également attiré une attention

considérable

Tableau 3: Exemples de levure tueuses et mécanismes antagonistes dans les applications

d’aliments et de boissons transformés (Muccilli et Restuccia, 2015).

Espéces Mécanisme Applications

Candida. pyralidae non précisé. Dans le jus de raisin contre Brettanomyces.
bruxellensis

Saccharomyces. cerevisiae Dans la vinification contre les souches de

K2 et Klus toxines o
levure de détérioration

sorgho et mais contre Colletotrichum

Torulaspora globosa .
P J Toxine tueuse sublineolum et Colletotrichum graminicola
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Ustilago maydis

Williopsis. saturnus var.

saturnus

Saccaromyces. Cerevisiae

La toxine KP6,
canal ion, pouvant
causer la fuite de
K+ ou NH4+ des

cellules

Concurrence pour
I’espace et la toxine

tueuse

Non précisé

Dans le jus de raisin contre les souches de

Brettanomyces. Bruxellensis

Dans le fromage bioconservation contre S.
cerevisiae et Kluyveromyces. marxianus. Et
dans le yaourt contre Kluyveromyces.
marxianus, Saccharomyces. cerevisiae,
Saccharomyces.  bayanus, Byssochlamys,

Eurotium et Penicillium

Transfert de particules tueuses a la souche

industrielle pour I’industrie de la boulangerie
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C R D Smii

Figure 4: Interaction de levure contre Aspergillus. carbonarius pendant le stockage a 25 °C
sur MEA (Malt Extract Agar) apres 3, 5 et 7 jours. Aspergillus. carbonarius (C) avec levures
inoculées dans les lignes R: Rhodotorula. mucilaginosa, D: Dekkera. bruxellensis, et Smix:

culture combinée de 10 souches de Saccharomyces. cerevisiae (Trytinopoulou et al., 2020).

E F|:|:|I:l. S"ﬂ'lll.. R D

Figure 5: Aspergillus. carbonarius (C) inoculée sur CYA (Czapek Yeast Agar) a 25 °C
pendant 7 jours avec différentes especes de levure. Pmix: culture combinée de 4 souches de
Pichia. spp, Smix: culture combinée de 10 souches de Saccharomyces. cerevisiae, R:

Rhodotorula. mucilaginosa, et D: Dekkera. bruxellensis (Tryfinopoulou et al., 2020).
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3. Conclusion générale :

Les ¢études sur les levures isolées du beurre traditionnel smen/dhan et de leurs caractéres
dévoilent une diversité assez large des espéces différentes. Grace a ces nombreuses propriétés
bénéfiques trop importantes en industrie alimentaire spécialement laitiére, les souches
levurienne, acteurs de fermentation ont montré des capacités parmi lesquelles; la capacité
d'inhiber la croissance des moisissures d'altération des aliments (activités antagoniste). Ils sont
maintenant utilisés comme des agents de biocontrole des spores fongiques li¢e a la toxine.

Cette synthese bibliographique, nous a permis de constater I’importance de la diversité et
des activités de la flore levurienne dans les matrices alimentaires, notamment dans les
produits laitiers fermentés traditionnels comme le smen/dhan. 11 serait intéressant de mener
d’autres recherches dans le futur afin de :

- identifier les souches levurienne isolés par les méthodes moléculaires ;
- réaliser des tests in vitro pour la sélection des isolats performants ;

- ¢tudier profondément le pouvoir antagonique, et en caractérisant leurs molécules actives.
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Annexes

Annexe 1 :

+ L’eau péptonée :

Peptone. ... .o S5¢g
Eaudistillée......ooomnnii e eeeeieeeeeeeeeeennn. 1000 ml
Annexe 2 :

+ Sabouraud :

GIUCOSE. .ttt 20g
Peptone. ......oovniii 10g
N . | Pt I5¢

Eaudistillée. ....ooovmniiei e eieeeeeeeeeeeeeenn... 1000 ml
Annexe 3 :

+ Malt Agar (MA) ou Malt extrait Agar (MEA) :

Extraitdemalt ... 30g
Peptone. .. .o S5¢g
GIUCOSE. .ttt 15¢g
N . | PSP 15¢g

Faudistillée. .....ooomniie e eieeeeeeeeeeeee. 1000 ml

Annexe 4 :

+ Yeast Peptone Glucose Agar (YPGA) :

Extraitde levure ............oooiiiiiiiiii 10g/L
GLyCerol. .. e 20ml/L
Peptone. .. .o 20g/L
Agar (pour le milieu solide)............coovviiiiiiiiiii, 20g/L
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Annexe 5:

+ Potato Dextrose Agar (PDA):

Extrait de pomme de terre

GIUCOSE. . .ottt ettt et et e e esee s 20g
A AT 20g
Eaudistillée.........ooiiiiiii e, 1000 ml
Annexe 6 :

+ Yeast Netrogen and carbon Base (YNB) :

B L 07 s D 6,7g
Eau distillée.........ooooiiiiii e, 100mL
GIUCOSE. .ttt e e 5g
Annexe 7:

+ Yeast Carbon Base (YCB):

Carbome. . ..ot e 11,7g
Eau diStillée. . ..o, 100mL
Annexe 8 :

£ Czapek Yeast Agar (CYA):

Czapek + extrait de levures
MiIlieU CZ. ..o 1 litre

extrait de [evures..........oovviiii i 50¢g

+ NB : Milieu CZ :

NANOB oo s e s ee s e e ee e ee e s eeee 30g
MESO4 TH2O oo, 0,5¢g
K e 0,5¢g
FeSO4 TH20 ..o 0,01¢g
K2ZHPO. .o 41,0¢g




Annexes

I1 est conseillé de compléter ce milieu par 1 ml d'une solution de ZnSO4 7H20 1,0 g,
CuSO4 5H20 0,5 g dans 100 ml d'eau.
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