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RESUME

Le but de cette étude est d'isoler et de dénombrer les moisissures dans la poudre de lait
utilisée pour la production de yaourt ainsi que de caractériser la de croissance des moisissures
dans la région d’Ain Témouchent. Pour atteindre nos objectifs, 6 échantillons de deux unités
de production de yaourt ont été analysé. Les résultats montrent que les paramétres physico-
chimiques sont conformes a la reglementation. Par ailleurs, I’ensemble des échantillons
prélevés de I'unité A sont contaminés par les moisissures avec une concentration comprise
entre 10 et 500 ufc/g avec unemédian de 30ufc/g. Cependant, aucune contamination n’est
révélée dans I'unité B. les isolats obtenus ont été identifiés comme Penicilliumspp. (41%),
Fusariumspp. (33%), Aspergillusspp. (16%) et Alternariaspp. (10%). Seulement, les isolats
de Pencilliumspp. etAspergillusspp. ont synthétisé les mycotoxines sur milieu CEM. Ces
résultats ont été confirmé par la production de mycotoxines sur bouillons YES suivi de
détection sur CCM. Quant a la croissance radiale de I’ensemble des isolats ont été réalisée sur
milieu PDA. Les résultats montrent que les temps de latence (A2sec) et taux de croissance
(Urec) sont compris entre [0 — 0.1jour] et [0.03-0.46jour?] respectivement.Ces résultats
présentent un impact socio-économiques dans la préventions et I’analyse de risque.

Les mots clés :Yaourt ; matiere premiére ; moisissures ;mycotoxines ; risque.

ABSTRAT

The aim of this study is to isolate and enumerate the molds in the milk powder used for the
production of yogurt as well as to characterize the growth of molds in the region of
AinTémouchent. To achieve our objectives, 6 samples from two yoghurt production units
were analyzed. The results show that the physico-chemical parameters comply with the
regulations. In addition, all the samples taken from Unit A are contaminated with molds with
a concentration between 10 and 500 cfu / g with a median of 30 cfu / g. However, no
contamination was revealed in unit B. the isolates obtained were identified as Penicillium spp.
(41%), Fusarium spp. (33%), Aspergillus spp. (16%) and Alternaria spp. (10%). Only the
isolates of Pencillium spp. and Aspergillus spp. synthesized mycotoxins on CEM medium.
These results were confirmed by the production of mycotoxins on YES broths followed by
detection on TLC. As for the radial growth of all isolates were performed on PDA medium.
The results show that the latency times (A25 ° C) and growth rate (uT ° C) are between [0 -
0.1day] and [0.03-0.46day-1] respectively. These results present a socio-economic impact in
prevention and risk analysis.

Keywords: yogurt; raw material; mold; mycotoxins; risk.
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INTRODUCTION



Matériel et méthodes

Le yaourt est un produit laitier, a fait son apparition en nutrition humaine a partir de
I’année 1542.

Ce produit avant de connaitre une consommation de niveau industriel, n’était qu’un simple

produit issu d’une fabrication traditionnelle par les crémeries ainsi que les producteurs de lait.

Aujourd’hui, le yaourt est considéré comme un produit de large consommation, car celui-Ci

est consommé par prés de 90% des populations du monde.

Les processus de fabrication du yaourt, méme, sont complexes, en perpétuelle évolution, car,

ils integrent, a chaque fois, des nouvelles connaissances.
En Algérie, le yaourt est fabriqué partiellement ou entierement a base de lait en poudre.
Au contraire, tous les types de yaourt ne sont pas comestibles.

Le yaourt qui contient les moisissures ne peut pas étre consommé car il peut nuire a la santé

humaine.

Les moisissures sont des champignons filamenteux microscopiques ; susceptibles de

coloniser des substrats trés différents tel que les produits alimentaires, le bois...... etc.

Elles peuvent étre utiles dans certaines industries tell que 1’industrie fromagere, mais elles

peuvent étre néfaste en altération les propriétes physique et chimique du substrat.

Les moisissures peuvent produire de metabolite secondaire parmi ces métabolites
secondaires, les mycotoxines sont susceptible de représenter un danger pour la santé humaine

et animal.

Ce travail explique les méthodes de I’isolement ; identification morphologique et
caractérisation de croissance de moisissure isolé a partir de yaourt commercialise, et ¢’est en
prélevant des échantillons de lait en poudre de différents usines et en les transférant au
laboratoire pour étude, et mise a disposition de toute les conditions favorables et les

conditions de protection, afin d’obtenir des résultats clair.

Le premier chapitre consiste en une synthése bibliographique sur le yaourt et un rappel

général de yaourt et leurs types et leur composition chimique.

En plus des étapes de sa fabrication.



Matériel et méthodes

Nous avons également fourni un apercu détaillé du lait utilisé.

Quand le deuxiéme chapitre, nous avons fourni un détail complet concernant les moisissures

liées au yaourt.

Grace a elle, nous avons découvert les mycotoxines, ou nous avons donné des informations a

son sujet.

Dans le troisieme chapitre est composé le large éventail des matériels et méthodes mise en

ceuvre dans le cadre du travail expérimental.

Les résultats sont ensuite développés dans un quatrieme chapitre ou ils ont discuté par la suite,

pour finir avec la conclusion générale et les perspectives.



. SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUES

16



Syntheése bibliographique

I. 1. Généralités sur le Yaourt
I. 1. 1. Définition et données sur le yaourt

Selon la définition établie par la FAO (Food Agricultural Organisation) et ’'OMS
(Organisation Mondiale de la Santé) en 1977, le yaourt est un lait coagulé obtenu par la
fermentation lactigue due a deux ferments spécifiques ensemencés simultanément
Streptococcus thermophilus et Lactobacillusbulgaricus qui sont contenus naturellement dans
le lait (Fredot, 2009).

Le yaourt est un lait fermenté moderne. Selon le Codex Alimentarius (norme
N°All(a) 1975) « le yaourt est un produit laitier coagulé obtenu par la fermentation a partir
du lait frais, ainsi que du lait pasteurisé (ou concentré, partiellement ecrémé, enrichi en extrait

sec) avec ou sans addition (de lait en poudre, poudre de lait ...etc.) (FAO, 1995).

I. 1. 2.Historique

Le mot (yoghourt ou yogourt) origine d’Asie vient de yoghurmark ,mot turc signifiant

« épaissir ». (Tamine et Deeth , 1980) .

En 1902, deux médecins francais, Ris et Khoury, isolent les bactéries présentes dans
un lait fermenté égyptien. Ensuite, Metchnikoff (1845-1916),a isolé la bactérie spécifique du
yaourt (bacille bulgare) et suggeré une méthode de production sure et réguliere (Rousseau,
2005).

En effet, c’est en 1919 qu’lsaac carasso commence a produire du yaourt a
Barcelloneselon des procédés industriels (Palletier et al.,2007). Selon le méme auteur, le
yaourt dit « nature » constituait I’essentiel des productions de lait fermentés, mais partir des

années 1960-1970 sont apparus les produits sucrés puis aromatisés et aux fruits.

Aujourd’hui, les fabricants débordent d’imagination et déclinent les recettes
traditionnelles en de nombreux produits originaux, en tentant d’allier naturalité, goQt et

équilibre nutritionnel (Jeantet et al., 2008).

I. 1. 3. Différents types de yaourt

16



Syntheése bibliographique

La consistance, le gout et ’ardme des yaourts varient d’un pays a un autre, cependant
leur classification se fait selon leur teneur en matiéres grasses, leur gout ou leur texture

(Sablonniéres, 2001).
I. 1. 3.1. Selon la technologie de fabrication
Mahaut et al. (2000)ont classifié le yaourt en fonction de sa technologie comme suite :

eLes yaourts fermes dont la fermentation a eu lieux en pots, se sont généralement les
yaourts nature et aromatise ;

eLe yaourt brasse dont la fermentation a eu lieux en cuve avant brassage et
Conditionnement. C’est le cas de yaourt veloutés nature ou aux fruits.

I. 1. 3.2. Selon la teneur en matiére grasse
Selon Gosta (1995), le yaourt peut étre classe en :

e Yaourt partiellement ecrémé : moins de 3% et plus de 0.5%de matiére grasse ;

e Yaourt écréme : au maximum 0.5% de matiére grasse.

I. 1. 3.3. Selon leur gout
Quant a Frédo (2005) a reclassé les yaourts en fonction de leur godt :

eLes yaourts nature : Ils ne subissent aucune addition ;

e Les yaourts sucreés : ils sont additionnés de saccharose a un taux variable de % ;

eLes yaourts « aux fruits », au miel, a la confiture : lls subissent une addition inférieure a
30% du produit.

I. 1. 4. Modification et altération de du yaourt

Les modifications les plus importantes ont lieu durant la fermentation, au niveau
industriel, une fermentation de 2 a 6 heures a températures variant entre 40C° et 46°C est

généralement suffisante pour obtenir un lait coagulé (Syndifrais, 1997 et Lamoureux, 2000).

Les propriétés physiques telles que la fermenté, la consistance, la viscosité, sont
d’ailleurs le sujet de plusieurs investigation (Rasic et Kurmann, 1978 ; Rash,1990 ;Laye et

al., 1993). Elles peuvent étre affectées par plusieurs facteurs tels que la température de
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Syntheése bibliographique

fabrication, le contenu protéique du milieu, I’activité protéolytique des souches et ’acidité

(Rasic et Kurmann, 1978).

Comme 1’élaboration du yaourt fait intervenir plusieurs étapes clés ou la fermentation

et la formation du gel doivent étre minutieusement dirigés et surveillé. 1l est fréquent que des

altérations de golt, d’apparence et de texture apparaissent et que certaines soient

préjudiciables a la qualité finale du produit. Le tableau ci-aprés montre quelques anomalies du

yaourt et leurs causes (Luquet, 1985).

Tableau 1 :Quelques caractéres anormaux des yaourts (Luquet, 1985).

ANOMALIES

CAUSES

I -DEFAUTS ORGANOILEPTIQUES

1- APPARENCE

Décantation, synérese

- Sur ou post-acidification (par fermentation mal conduite)

- Refroidissement trop faible

- Excés d’agitation

- Contamination par coliformes ou par levures

Production de gaz ou colonies en surface

-mauvaise ou absence d’homogénéisation

couche de creme

2- TEXTURE

Mangue de fermeté (pour yaourt traditionnel)

- Ensemencement faible Mauvaise incubation...

Trop liquide (yaourt brassé)

Brassage trop violent Mauvaise incubation....

Texture sableuse

Chauffage pousse au lait

3-GOUT

mertume

Protéolyse trop forte Trop longue conservation

Levure, fruité, de moisi

Contamination par levures et moisissures

Plat, manque d’acidité

Mauvaise activité des levains

ALTERATIONS :

Bombage, putréfaction

Défauts d’étanchéité = contamination
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Rancidite Contamination par des germeslipolytiques et longue

conservation

5.Composition chimique de yaourt

La majorité des yaourts et des laits fermentés commercialisés est préparée a partir de
lait enrichi en poudre de lait. De ce fait, ils sont plus riches en protéines, calcium et en lactose.
Ces produits peuvent étre plus ou moins sucrés. Leur teneur en saccharose varie alors de 7 a
12 %. La fermentation du lait va entrainer des modifications de sa composition (Syndifrais,
1997).

1.1. 5.1.Glucides :

La teneur du yaourt en lactose résiduel est de I'ordre de 4,5 g pour 100 g. La
dégradation du lactose conduit a la formation de galactose, de glucose et d'acide lactique qui
passe d'un niveau pratiquement nul a un niveau de 0,8 a 1 %, dont 50 a 100 % d'acide lactique

selon les ferments (Syndifrais, 1997).
I.1. 5.2.Protéines :

Les bactéries Lactiques produisent des enzymes qui hydrolysent partiellement les

protéines du lait (syndifrais, 1997).
I.1. 5.3.Lipides :

Selon le codexalimentarius, la teneur en matiére grasse doit étre au minimum égal a
3% (m/m) dans le cas des yoghourts natures, sucrés ou aromatisés, compris entre 0.5% et 3%
dans le cas des yoghourts partiellement écrémés ou maigres et au maximum égal a 0.5% dans

le cas des yoghourts écrémés.
I.1. 5.4.Minéraux :

C'est surtout la richesse en calcium du yaourt et des laits fermentés qui est a noter. La
poudre de lait ajoutée au lait lors de la fabrication des yaourts et autres laits fermentés

augmente en effet la teneur en calcium par rapport au lait d'origine (Syndifrais, 1997).
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Tableau 2:Composition et valeurs nutritionnelle moyenne de différents types de yaourt pour 100g de produits (Syndifrais, 1997).

Teneur moyenne pour 100 g de produit Valeur énergétique

Protides  Lipides Glucides  Calcium Sodium Potassium Phosphore (KJoul/KCalories)

Yaourt nature 4.15 1.2 5.2 0,174 0,057 0,210 0,114 201 48
Yaourt au lait entier 3.8 3.5 53 0,171 0,056 0,206 0,112 284 68
Yaourt nature 0% 4.2 traces 5.4 0,164 0,055 0,180 0,100 163 39
Yaourt nature sucré 3.8 1.1 14.5 0,160 0,052 0,195 0,105 347 83
Yaourt aromatise au lait entier 3.2 3.2 12 0,140 0,050 0,190 0,106 372 89
Yaourt brassé nature 4.3 1.8 5.2 0,165 0,040 0,205 0,115 230 55
Yaourt brassé aux fruits 3.75 1.65 14.5 0,140 0,050 0,190 0,110 368 88
Yaourt au lait entier aux fruits 3.1 2.7 16.5 0,140 0,045 0,180 0,100 431 103
Yaourt maigre aux fruits 3.6 traces 17.2 0,140 0,045 0,180 0,100 351 84
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I. 1. 6.Diagramme de fabrication de yaourt

La fabrication du yaourt, méme si elle est connue depuis des temps trés lointains,
demeure un procédé assez complexe et en perpétuelle évolution car, il intégre a chaque fois

les connaissances et les progreés réalisés dans des domaines variés.

Les étapes de fabrication peuvent différer selon qu’on a affaire a un yaourt « étuvé »
dont la fermentation se fait aprés conditionnement en pots et le yaourt « brassé », dont la
fermentation se fait en cuve. Le coagulum obtenu dans ce dernier cas est dilacéré et brassé
pour étre rendu plus ou moins visqueux, puis conditionné en pots. Globalement, nous

distinguons dans le processus d’élaboration les étapes énumérées ci-dessous.
I. 1. 6.1. Préparation du lait

La matiere premiére peut étre soit du lait frais, soit du lait recombiné (a partir de lait
en poudre maigre et de matiére grasse laitiere anhydre), soit du lait reconstitué (a partir de lait
en poudre maigre), ou encore un mélange. Dans tous les cas, elle doit étre de bonne qualité
microbiologique, exempte d'antibiotiques ou d'autres inhibiteurs et parfaitement

homogénéisée.
La teneur en matiere grasse du yaourt est variable.

Généralement, elle est ajustée de sorte que le produit entre dans I'une des catégories ci-apres :

e Yaourt entier : au minimum 3 pour cent (en poids) de matiére grasse ; en pratique de 3
a 4,5 pour cent ;

e Yaourt partiellement écrémé : moins de 3 pour cent (en poids) de matiere grasse ; en
pratique : de 1 a 2 pour cent ;

e Yaourt écrémé : au maximum 0,5 pour cent (en poids) de matiere grasse ; en pratique
de 0,05 a 0,1 pour cent(FAO, 1995).

l. 1. 6. 2. Standardisation du lait :

La standardisation du mélange laitier permet non seulement de pallier aux variations
de composition du lait mais aussi, a obtenir la composition désirée. Cette standardisation peut

s’obtenir par ’ajout de concentrés et d’isolats de protéines sériques, de poudre de lait écrémé
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ou entier, de lactose et de la créme en fonction de la teneur désirée en protéines, solides totaux

et matiéres grasses (Tamime et Robinson, 1999).

Selon le Code des principes FAO/ OMS, la teneur minimale en matiére séche laitiere
non grasse est de 8,2 % (en poids) quelle que soit la teneur en matiére grasse (norme n°A-1 1
(a), 1975) (FAO, 1995).

La consistance et la viscosité du yaourt sont pour une grande partie sous la dépendance
de la matiére séche du lait. En effet, tous les nutriments jouent un rdle sur la qualité finale du
yaourt (FAO, 1995 ; Lucey, 2004).

I. 1. 6.3. Homogénéisation

L’homogénéisation du lait a plusieurs objectifs : elle améliore la fermeté des gels
obtenues aprés fermentation, augmente leur capacité de rétention d’eau et réduit la synérése ,
par ailleurs elle prévient le crémage au cours des opérations « statiques » de la fabrication du
yaourt, en particulier lors de la période d’incubation en pots ou dans les cuves de
fermentation, cela est due au fractionnement de la taille des globules gras de 4-5 um a 1 pm
par cisaillement (Schorsch, 2001 ; Amiot, 2002).

I. 1. 6.4. Traitement thermique :

Le lait enrichi, éventuellement sucré, subi un traitement thermique. Le baréeme de
traitement thermique le plus couramment utilisé est de 90- 95°C pendant 3 a 5 minutes
(Mahaut, 2000).Cependant, une température élevée pendant un breve temps (100°C a 130°C
pour 4 a 16 S) ou bien une ultra haute température (UHT) (140°C pour 4 a 16 s) sont parfois
utilisés (Sondi et al., 2004).

Ce traitement a de multiple effet sur la flore microbienne ainsi que sur les propriétés
physico-chimiques et fonctionnelles du lait. Tout d’abord, il assure 1’innocuité du produit
suite a la destruction des microorganismes pathogenes et indésirables. 1l crée des conditions
favorables au développement des bactéries lactiques, et inactive des inhibiteurs de croissance

telle que les lactopéroxidases et des enzymes telles que la lipase responsable de I’oxydation
des lipides (Walstra, 2006).
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De méme, il réduit les sulfures toxiques et entraine la production d’acide formique qui

est un facteur de croissance pour Lb. bulgaricus(Loones, 1994).

Le traitement thermique a également un effet sur la conformation tridimensionnelle
des protéines, induisant la modification de leurs propriétés fonctionnelles. Il dénature la
majorité des protéines du lactosérum (85%), la résultante est I’association de la caséine « et de
la B lactoglobuline via un pont disulfure. Des liaisons entre les caséines et I’a-lactalbumine

sont également engendrés (Mahaut, 2000 ; Sava et al., 2005).

I. 1. 6.5. Fermentation lactique :

Le lait enrichi et traité thermiquement, est refroidi a la température de fermentation, 40
-45°C. Cette température correspond a I’optimum de développement symbiotique des

bactéries lactiques (Lee et Lucey, 2010).

L’ensemencement d’une culture de Lactobacillus delbrueckiissp. bulgaricus et de
Streptococcusthermophilus doit se faire a un taux assez élevé pour assurer une acidification

correcte (Jeantet et al., 2008).

Ces deux especes bactériennes vivent en symbiose et en synergie, elles dégradent le
lactose en acide lactique, entrainant une baisse du pH et la gélification du milieu avec des

modifications structurelles irréversibles.

En outre, ces bactéries produisent des composés carbonylés volatiles (1’acétaldéhyde,
le diacetyl, I’acétoine, I’acétate d’éthyle) et des exopolysaccharides qui participent,

respectivement, a 1’élaboration de ’arome et de la texture des yaourts (Ott et al., 2000).

La concentration en ferment dépend de la formule de yaourt. Le rapport standard a
I’ensemencement entre les deux souches bactériennes dans le cas du yaourt varie selon les
caractéres recherchés pour le produit, sur la base de critéres technologiques comme

organoleptiques (Luquet et Corrieu, 2005).

I. 1. 6.6.Conditionnement et stockage :

Que se soient fermes ou brasseés, les yaourts conditionnés subissent une conservation
frigorifique a des températures de 4 a 6°C. A ce stade ils sont préts a étre consommés. La

caducité du produit varie, suivant les conditions de production, de 21 a 24 jours. Pendant la
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conservation, les bactéries lactiques maintiennent une activité résiduelle trés réduite, appelée
post-acidification qui se manifeste par un léger abaissement du pH. (Loones1994 in
Ghebbiet al., 1997).

I. 1. 7.Ingrédients de production
I.1.7.1.Lelait:

Le lait est un liquide blanc, opaque, de saveur légerement sucrée, constituant un
aliment complet et équilibré, sécrété par les glandes mammaires de la femme et par celles des
mammiferes femelles pour la nutrition des jeunes (Larousse). Le CodexAlimentarius
(CODEX STAN 206-1999) le definit comme étant « la sécrétion mammaire normale
d’animaux de traite obtenue a partir d’une ou de plusieurs traites, sans rien y ajouter ou en
soustraire, destiné a la consommation comme lait liquide ou a un traitement ultérieur ».
(Aboutayeb, 2011).

I.1.7.1.1. Le lait frais

Le lait est le produit intégral de la traite totale et ininterrompue d’une femelle laitiére
bien portante, bien nourrie et nom surmenée. C’est aussi I’un des rares a convenir a toutes les
tranches d’age (nourrissons, enfants, adolescents, adultes, personnes agées) qui le
consomment tel quel a 1’état liquide (lait frais) ou sous forme de produits dérivés (fromages,

yaourts, cremes glacées...etc). (Jeantet et al., 2008).
I. 1. 7.1.2. Le lait en poudre

C’est un produit solide obtenu par élimination de I’eau du lait, du lait entierement ou
partiellement écrémé, de la créeme ou d’un mélange de ces produits, et dont la teneur en eau

n’excéde pas 5% en poids du produit fini (taux d’humidité maximale).

La qualité hygiénique doit étre excellente (Multon,1992). Selon la tenure en matiere grasse
du lait, on démontre trois catégories de poudre de lait : la poudre de lait entier, poudre de lait

partiellement écrémé (26%) et poudre de lait écrémé (0%) (Anonyme, 2009).

19



Syntheése bibliographique

I. 1. 8. Qualité de yaourt
I. 1. 8. 1. Définitions

Au sens de la norme 1SO 8402 : « la qualité est I’ensemble des propriétés et caractéristiques
d’un service ou d’un produit qui lui conférent I’aptitude a satisfaire des besoins exprimés
(organoleptiques) ou implicites (la sécurité). Pour un produit alimentaire, elle peut se décrire
par la régle de 4S (Satisfaction, Sécurité, Service, Santé) (Lannabi, 2015).

e Satisfaction : capacité d’un produit a satisfaire les flaveurs (aspect, goQt, odeur) ;

e Sécurité : absence des microorganismes pathogenes et leurs toxines, absence d’additifs
toxiques et des contaminants naturels ;

e Service : facilité d’utilisation ;

e Santé : un aliment naturel et sain enrichi en vitamine et sel minéraux.

I. 1. 8. 2. Composants de la qualité

La qualité ne peut pas étre prise comme une seule unité, elle peut contenir différentes
composantes chacune répondant a une certaine exigence du consommateur (Lannabi, 2015).

Les cinq composantes essentielles sont :

La qualité hygiénigue

La qualite hygiénique des aliments est conditionnée par 1’absence des

microorganismes pathogénes et/ou de leur toxine (Jouve, 1993).

La qualité nutritionnelle

Elle correspond a I’ensemble des éléments nutritifs composant 1’aliment (glucides ;

lipides, protéines, éléments minéraux, vitamine. (Jean, 1997).

La qualité organoleptique

Cette qualité est déterminée en utilisant les 5 organes de sens. (Cheftel, 1990).Les

propriétés organoleptiques peuvent se subdiviser comme suit :

e L’apparence (forme, aspect et couleur) relevant de la vision ;

e La flaveur (arbme et saveur) relevant du godt et de 1’odorat ;
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e La texture (consistance, résistance a la mastication...etc.) relevant du toucher. L’ouie
joue également un role important dans I’évaluation de la caractéristique

organoleptique des aliments (Cheftel, 1990).

La gualité marchande

Elle se base sur les caractéristiques organoleptiques du produit qui provoquera ensuite
I’attrait ou la répugnance des consommateurs (Subira, 2014). Elle peut aussi étre déterminée
par différents facteurs comme la cuisson (traitement culinaire et technologique), 1’ajout

d’additifs et la valeur nutritionnelle (Joafara, 2016).

La qualité technologique

Elle se base sur les modes de transformation du produit dés la production agricole

jusqu’a la distribution.
I. 1. 9. Microorganismes deYaourt

Les microorganismes de Yaourt peuvent étre divisés en trois groupes : la microflore
essentielle, la microflore non essentielle et la microflore contaminant. Le tableau 3 montre la

qualité microbiologique de yaourt (Tamime,1999).

Tableau 3: Nombrede microorganismes retrouvés dans un yaourt répondent a la norme de

qualite .

La Microflore essentiel Streptococcus thermophilus >100 ufc
Lactobacillus delbueckii >100 ufc

La Microflore non essentiel Bactéries Lactiques Presence
Levures <10ufc
Moisissures Absence

La Microflore contaminant Coliformes Fécaux <01ufc
Coliformes Totaux <10ufc
Salmonelles Absence
E.Coli Absence
Clostridiumspp. Absence
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l. 2. Généralités sur les moisissures
I. 2. 1. Définitions

Le terme « moisissure » désigne tous les champignons microscopiques eucaryotes
filamenteux et pluricellulaires du régne des mycétes appelés les vrais champignons ou
Eumycetes (Regnault,1990 ; Chasseur et Norland, 2003).Ce sont des thallophytes
hétérotrophes (dépourvus de chlorophylle) et immobile, certains vivent en symbiose avec les
végétaux et d’autres sont des parasites des végétaux (Leclerc et al.,1995 ; Benkakouz,
2002;Chasseur et Norland,2003).

Les moisissures sont dotés despropriétés lytiques importantes (cellulolytiques,
pectinolytiques,amylotiques , protéolytiques et lipolytiques ) qui en font des alliés utiles
industriel laitieres ( affinage de frommage), production des molécules a activité
pharmaceutique ( antibiotiques ) et production d’enzymes industriels (Leclerc et al.,
1995;Bouixet Leveau, 1999;Benkakouz, 2002).

I. 2. 2.Caractéristiques des moisissures

Les moisissures sont caracterisées par une paroi cellulaire qui contient, des
glucanes(al,3-glucane)cellulose, des mannanes et de la chitine.La membrane cellulaire des
champignons est constituée principalement de stérols (I’erggostérol), et leur cytoplasme est

dépourvue de chlorophylle.

La plupart des champignons microscopiques possédent un mycélium, constitué de
tubes appelés hyphes. Chez les champignons supérieurs, les hyphes sont cloisonnés ou septés,
tandis que chez les champignons inférieursou primitifs, les cloisons intercellulaires sont rares
ou inexistant (Stevens et al., 2006). Les moisissures ont un matériel génétique confiné dans

un noyau au méme titre que les animaux et les plantes.

I. 2. 3. Classification de moisissures

Leur classification est basée aussi bien sur des caractéres morphologiques (structures

du mycélium) que sur le monde de leur reproduction (Devet, 1996).
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- Domaine : Eucaryotes
Regne Champignons
Division Ascomycotina
(phylum) Basidiomycotina
Zygomycotina
Chytrnidiomycotina
— (Deuteromycotina)

Champignons Champignons
inférieurs supe¢erieurs

Deuteromycotina™
(champignons imparfaits)

Chytridiomycotina ] Basidiomycotina
L S /7
Champignons
S T

Ascomycotina

Zygomycotina

A 4

Oomycotina**

* Champignons connus seulement par lour stade asexué, en attente de classification

=+ Actucliement los espdoes issues de cotte division ne sont plus classées parmi les champignons veais

Figure 1 : Classification genéral des champignons (Devet,1996).

I. 2. 3. 1.Principe de la classification

Dans le monde de mycéte, c’est en fonction de la modalité de la reproduction des
spores qu’on classe les champignons par division :

Les Mycota correspondent au regne fongique actuel au sens strict ayant une
reproduction sexuee et produisant des spores non (ou uni) flagellées. D’aprés (Hawksworth
et al. In « Dictionary of Fungi (1995) », la régne des champignons et dévisé quatre division
« phylum » : Chytridiomycota, zygomycota, ascomycota, et Basidiomycota.

e Les Chytridiomycota produisent des spores mobiles uniflagellées ;

e Les Zygomycota ont des spores non flagellées, et a thalle siphonnés (Trichomycéte et
Zygomycete). lls sont caractérisés par leur aptitude a fusionner leur mycélium pour
former une gamétangie qui donnera des zygomspore ;

e Les Ascomycota produisent des spores non flagellées sexuées, a thalle septé et
formant en général 8 ascospore & I’intérieur dans des sacs appelées asques (8

ascospores de chaque asque) ;
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e Les Basidiomycota produisent des spores non flagellées sexuées, a thalle septé
donnant en général 4 basidiospores de chaque baside).

La germination des ascospores ou des basidiospores donne des filaments cloisonnés.
IIs ont également un mode de reproduction asexuées, qui implique la production de
conidiospores.

Les Deuteromycota ou deutéromycétes (champignons imparfaits) se reproduisent

uniquement par voies végetative ne sont plus reconnus en tant que division autonome.

I. 2. 3. 2. Reproduction
Les moisissures produisent des organes de reproduction que 1’on appelé¢ de facon
générale spore et qui peuvent avoir une origine sexuelle ou végétative. Les spores d’origines
sexuelle résultent d’une fécondation (zygospore et oospores) ou d’une méiose (ascospores ou
basidiospores) alors que les spores d’origine végétatives résultent d’une simple mitose que
I’on appelé fréquemment conidie. Elles assurent la reproduction et la dissémination chez les
especes de formes imparfaites mais on les trouve également chez les autres groupes ou elles
coexistent des formes de reproductions sexuées et leur type varies selon les moisissures.
e Les thallospores : sont formées aux dépens du thalle par transformation d’élément
préexistent.
e Les sporangiospores : sont des cellules flagellées ou non ne provenant pas d’une fraction
préexistante du thalle.
e Les conidiospores : sont des cellules qui ne sont pas issues directement d’portion
préexistante du thalle. Ces spores toujours terminales naissent d’un filament appelé

conidiospores (metulae, phialides...) (Guiraud, 1998).

Pour un méme champignon, selon ses conditions de vie, deux types de processus
peuvent étre a I’origine de la production des spores (aussi nommee fructification) :
e Sexué : champignons téléomorphes ou (parfait)
e Et/ou asexué : champignons anamorphe ou (imparfait)
e Les deux formes de reproduction peuvent coexister chez un méme champignon qu’on

appelle holomorphe
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l. 2. 4. Isolement et Identification de moisissures
l. 2. 4. 1.1solement des moisissures et milieux de culture

Le choix de milieu de cultures déterminés dans I’isolement et le dénombrement de la

microflore du produit a analyser. Troiscatégories peuventétre distinguées :

e Les milieux de routine peu sélectifs, permettant I’isolement d’un grand nombre de
moisissures ;
e Les milieux sélectifs adaptées a la recherche d’une espece ;

e Les milieux différenciel utilisés pour la détermination de champignons.

l. 2. 4. 2. Identification des moisissures

L’identification repose sur I’étude de critéres culturaux (température et vitesse de
croissance) et morphologiques. Cesderniers constitues des parametres macroscopiques
(I’aspect, la couleur, odeur...) et microscopiques (I’aspect du mycélium, des spores, des

phialides, des conidiophores) (Cahagnieret Richard-Molard, 1998).

I. 2. 4. 2. 1.Criteres d’identification macroscopique

» L’aspect de colonie repreésente un critere important d’identification (forme
duveteuses, laineuses,cotonneuses,veloutés,poudreuses, ou granuleuses)

> Le relief des colonies : il peut étre plat ou plissé et la consistance des colonies peut étre
variable (molle,friable, élastique ou dure)

> La taille des colonies : étre tres variable en fonction des genres fongiques.

> La couleur des colonies ; elle est un caractere important pour I’identification.

> Les pigments : étre localisé au niveau du mycélium (Aspergillus,Penicillium)

Ou diffuser dans le milieu (Fusarium)(Botton et al., 1990).

I. 2. 4. 2. 1. Criteres d’identification microscopique

L’examen microscopique se fait apres réalisation d’un étalement entre lame et

lamelle et coloration de la préparation au bleu de coton pour mettre en évidence la plupart
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deséléments importants d’identification : spores et leur aspect, appareil végétatif, lemode de
reproduction (Cahagnier Richard- Mollard,1998 ; Peterson, 2006; De Hoog et Guarro,
1995).

I. 2. 5. Condition de croissance des moisissures
I. 2. 5. 1. Macroéléments

Le carbone constitue I’¢1ément leplus abondant dans la cellule fongique, il représente
environ 50% de la cellule, tandis que la teneur en azote varie entre 10 et 15 (Riviere, 1975 ;
Scriban, 1993). Ainsi, le rapport carbone / azote influe considérablement la croissance et il
est pour les mycétes de ’ordre de 20/1 ; un rapport proche de 20 permet une bonne croissance
mycélienne (Barker e t Worgan,1981 ; Botton et al., 1990).Grace a la glycolyse et au

métabolisme aérobie.

Les mycétes assimilent les sucres facilement métabolisables comme le glucose, le

maltose, le saccharose et les polymeéres tels que ’amidon (Nicklinet al., 1990).

I. 2. 5. 2. Sources minérales

La présence des ions minéraux dans le milieu de culture est nécessaire pour la
croissance et la reproduction de plusieurs especes fongiques. Il s’agit essentiellement de
sulfate, de magnésium, de potassium, de sodium et de phosphore avec des concentration plus
au moins différents, selon I’espéces (Uchicoba et al., 2001).Des autres éléments tel que le
cuivre, le manganese,le zinc etle molybdene, sont nécessaires a la plupart des moisissures

pour la production des cytochromes, des pigments, des acides organiques...(Boiron, 1996).

I. 2. 5. 3. Température

Les moisissures sont mésophiles avec optima de croissance de 25a 35°C (Botton et
al., 1999 ;Julien,2002). Quelques espéces sont thermotolérant ou thermophiles et peuvent
croitre a haute température (au —dessus de 50°C) avec une croissance optimale aux environ de
20 a 25°C, Apergillusfumigatus est un bon exemple (Botton et al., 1999 ; Nicklinet al.,
2000). D’autres sont psychrophiles ou psychrotolérantes se développent a basse températures
(entre -5 et 10°C)tel que Helicostylumpulchrum, Chrysosporiumpannorum et
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Cladosporiumherbarum, ces espéces peuvent survivre méme a -60°C, on les rencontre dans

entrep0Ots frigorifiques (Davet, 1996 ; Bottonet al., 1999).

Tableau 4 : Catégories de champignons selon leur gamme de température de développement
(Roquebert, 1997).

Types de champignons Gamme de température Température optimale

Mésophiles 0a50°C 154 30°C
Thermophiles 20a50°C 35a40°C
Thermotolérant 0a50°C 15a40°C
Psychrophiles 0az20°C 0alv°C

1. 2.5. 4.pH

La grande majorité des champignons filamenteux se développent dans une zone de pH
de 4,5 - 8,00 (Botton et al., 1999). bien qu’ils soient capables de croitre dans une large gamme

de pH.

Fusariumculmorum,Trichodermaharzianumet Aspergillusoryzae ont une tendance a

croitre dans des milieux légérement acide(Urbaneket al., 1984 ; Delgado et al., 2002).

Tableau 5 : Apercu de degré de résistance de sporesfongiques (Carilleet al., 2001).

Seuil derésistance Durée de la viabilité Exemples d’espeéces

concernées

Chaleurs trés
élevés

Froid intense

Sécheresse de I’ail

ambiant

90°C (Feux de forét)

Congélation

+0% d’humidité relative

Quelques mois

Un hiver

Semaine a année

Ascospores de
byssochlamyces
Plusieurs espéces du
Nord

Eurotium
Aspergillus

Penicillium
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Présence de De 0a 50 % de Jusqu’a des années Eurotiumspp
I’humidité dans le ~ 1’humidité + de 50% A ces taux , les spores

milieu sur lequel se  d’humidité devraient germer dans le Toutes les especes
déposent les spores cas contraire

I. 2. 5. 5. Aération

La quantité d’oxygéne est un facteur important de développement.La plupart sont
aerobies, les plus exigeantes vivent dans les régions périphériques des substrats, les moins
exigeant peuvent se développer en profondeur comme Fusariumoxysporum et
Aspergillusfumigatus, certaines peuvent méme supporter une anaérobiose tres stricte comme

Neocallimastix(Bourgeois, 1996 ; Botton et al., 1999).

l. 2. 5. 6. Lumiere

La plupart des moisissures n’exigent pas de lumiére pour leur croissance, ni pour la

germination de leur spores (Botton et al., 1999).

. 2.5.7. Teneur en O2/CO;

La plupart des moisissures sont aérobies et exigent une bonne oxygénation et un taux
de CO: inférieur ou égal & 10%.Cependant, certains tolérent des quantités relativement faible

d’oxygene et peuvent méme se développer en anaérobiose.

I. 2. 6. Usage des moisissures

Les champignons sont d’une grande importance pour I’homme dans de nombreux

domaines d’activités (Tableau 6).

Tableau 6 :Différents domaines d’activités des moisissures.

Domaine Microorganismes Activité
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Agroalimentaire

Meédicale

Ecologique

Biotechnologie

Agriculture

Levure saccharomyces

Saccharomycescerevice
ae

Penicillium

Champignon saprophyte
Ashbyagoospii

Trametesversicolor

Beauveriabassiana

Fromagerie, patisserie, production
de boissons alcooliques
Etude de processus cellulaire

Production des antibiotiques
pénicillines

Maintien de I’équilibre écologique
Production des vitamines A, B, D
Synthese des médicaments
Production des polysaccharides K
La lutte biologique

Piskur et al. (2006)

Goffeau et al. (1996)

Strohl (1997)

Joffin (2003)
Santos et al. (2009)

Dongmo(2009)
Becker et al. (1998)

I. 2. 7. Généralité sur Les mycotoxines

. 2. 7. 1. Définition

Les mycotoxines sont des substances chimiques synthétisés par des champignons

microscopiques (Steyn, 1998). Plusieurs genres de moisissures sont connue comme

producteurs de mycotoxines a savoir Aspergillus, Penicillium, Fusarium, Alternaria,

Claviseps qui peuvent produire plusieurs mycotoxines selon les conditions de culture(Boudih,

2013).

De maniére général, les mycotoxines sont définies comme étant des métabolites

secondaires, de faible poids moléculaire, produites par les moisissures et provoquant de

nombreuses maladies chez I’homme et animaux (Coker, 1997).

Tableau 7 :Principaux genres de moisissures et leurs mycotoxines (Coker, 1997).

Espéce fongique reproductrice

Mycotoxine

Aspergillussp

Alternariasp
Clavicepssp
Fusariumsp

Penicilliumsp

Gliotoxines, acide helvolique, aflatoxiness,

ochratoxines, stérigmatocystine

Alternariol , acide ténuazonique

Alcalolde (ergotamine et derivés)

Zéralénone ,fusarine , fumonisines , moniliformine

OchratoxineA ,Patuline , Citrinine
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I. 2. 7. 2.Structure des mycotoxines

La mycotoxinogénése est I’ensembles de facteurs de synthése et d’excrétion des
mycotoxines appelle aussi (toxinogénese). La production des mycotoxines est directement
liée a la croissance fongique (Olsen et al., 2003). La production de mycotoxines est une
conséquence combinée des propriétés génétiqgues de la souche et des facteurs
environnementaux (Olsen et al., 2003 ; Blumenthal, 2004).

La figure 4 illustre des exemples mycotoxines et leur structure.

a
o O QTN
O I H :r £ H
= - o
O >~ OCH3 > -
O o OH
Structure de aflatoxine 81
J C a2 SReng ) yalur

C

= i HOOC o OH o
\ ) | |
- N
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OR OH H

CHsy
HaC

CHy OR CHy OH NH,
R = COCH,CH(COOH)CH,COOH

OH

Figure 04 : Exemples des mycotoxines et leur structure. a)aflatoxine B1, b)

stérigmatocystine, ¢) ochratoxine, d) fumonisines, €) patuline (Molina et Gianuzzi, 2002).

I. 2. 7. 3. Effets des mycotoxines

Le tableau 8, synthétise les effets de mycotoxines.

Tableau 8 :Effets des mycotoxines.

Mycotoxines Leur effets

Aflatoxine Hépatotoxique —Mutagene — cancérogene-Immunotoxique
Citinine Néphrotoxine

Fumonisine B1 Neurotoxique-Hépatotoxique —Immunotoxique- Cancérogene
Ochratoxines Néphrotoxines — Cancérogénes — Mutagene

Patuline Neurotoxique —Mutageéne

Pénitreme Neurotoxique

Stérigmatocystine Cancérogene — Hépatotoxique
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I. 2. 8. Genres fongiques responsables de la synthése des mycotoxines

Les mycotoxines sont produites par 5 genres de moisissures : Aspergillus,
Penicillium, Fusarium, Alternaria, Claviceps(Miller et Trenholm, 1994).

I. 2. 8. 1.Genre Aspergillusspp.

Ce genre appartiennent au sous-embranchement des Ascomycotina par leur mode de
reproduction sexué.Lethalle, hyalin ou coloré présente un mycélium cloisonné porte des

conidiophoresdressés, terminés en vésicule (Eltem et al., 2004)(Figure 7a).

I. 2. 8. 1. 2. Genre Penicilliumspp.

Le Penicillium appartenant au phylum des Ascomycetes, ce genre définie d’apres les
caracteres du thalle, des Pénicilles et des spores (Pitt, 1988).Les especes du genre Penicillium
se développe sous les climats tempérés.Les Penicillia sont caractérisées par un filament

dressé, formant des conidies en chaines (Figure 7b).

I. 2. 8. 1. 3. Genre Alternariaspp.

Des champignons filamenteux appartenant a la classe des Deutéromycetes, les spores
d’Alternaria sont grandes, colorées (brunatres) et compartimentées par dessepta

(cloisons)transversaux, obliques (Figure 7c).

I. 2. 8. 1. 4. Genre Fusariumspp.

Sont des champignons filamenteux imparfait appartenant a la classe des Deuteromycetes |,
elles peuvent produire des mycotoxines dangereuses ( toxine T-2 , Zéaralénone , Vomitoxine ,

fumonisine) . lesFusarium ont un intérét vetérinaireimportant (Figure 7d).
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b
T

WA

Conidie
adulte

— Jeune
conidie

Figure 05: Aspects microscopiques de certaines moisissures. a) Aspergillusspp.,

b)Penicilliumspp., ¢) Alternariaspp., d) Fusariumspp.
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Il. PARTIE EXPERIMENTALE



MATERIEL ET METHODES



Il. 1. 1.Lieu et période d’étude

L’intégrité de ce travail a été réalis¢ au laboratoire pédagogique de microbiologie,
faculté des sciences et des technologies, Université de Ain Témouchenta partir de 16 mai
2021.

L’objectif de ce travail était de rechercher, d’isoler, d’identifier morphologiquement et
de caractériser la croissance de moisissures isolés a partir de poudre de lait utilisé pour la

fabrication de Yaourt dans la région d’Ain Témouchent.
I .1. 2. Echantillonnage et prélevemen

Dans les deux unités de fabrication a Ain Témouchent, le yaourt est fabriqué a base du
lait en poudre. Les échantillons de la matiere premiere ont eté prélevés a partir de deux unité
de production de Yaourt. Six echantillons de la matiere premiere ont été prélevés de
chaqueunité de production A et B (Tableau 10). Une quantité de 10g a éte prélevée
aseptiquement puis transférée au laboratoire a 4°C. Les échantillons étaient analyses le jour

méme de prélévement.

Tableau09:Origine des échantillons prelevés du lait en poudre utilisé pour la fabrication de

Yaourt.

Marque  Nombre des échantillons  Poids/Volume  Date de prélévement

A 6 109 17- 05-2021
19-05-2021
20-05-2021
23-05-2021
24-05-2021
26-05-2021
B 6 109 17-05-2021
19-05-2021
20-05-2021
23-05-2021
24-05-2021
26-05-2021
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II. 1. 3. Caractérisation sensorielle de poudre du lait

Les qualités organoleptiques et sensorielles ont été évaluer par un panel d’un
laboratoire d’analyse de la qualité des aliments « El Feth » a Oran. Les critéres de qualités

organoleptiques et sensorielles recherchés sont illustrés dans le tableau 11.

Tableau 10:Bulletin d’analyse des caracteres organoleptiques d’apres laboratoire d’analyse
de la qualité EL-FETH, Oran.

Caracteres Résultat Réferences
Couleur Blanches Examen visuel
Aspect Pateux Examen visuel
Texture Lisse Examen visuel
Odeur Sans défaut Sensoriel
Gout Caractéristiques a la banane  Deégustation
Apparence Sans défaut Examen visuel

I . 1. 4. Caractérisation physico-chimiques de la poudre du lait

Les analyses physico-chimiques étaientréalisées dans le laboratoire de microbiologie
de T’universitt BELHADJ Bouchaib. La procédure utilise est celle décrite par la
reglementation algérienne. Seulement les critéres limitant la croissance de microorganismes

sont évalués a savoir le pH, I’extrait sec et I’humidité.

I.1. 4. 1.Mesure de pH

La valeur du pH est un indicateur d’état de fraicheur et/ou de stabilité(Mathier, 1998).
La mesure consiste a étalonner pH-métre a I’aide de deux solution tampons. Ensuite, une
quantité de 10g du lait en poudre était pesé puis dissous dans 90mL d’eau distillée. Puis,
I’¢lectrodede pH meétre était trempé dans le mélange. Sous agitation, la valeur de pH était
enregistrée, une fois la valeur se stabilise(Figure 08). A la fin de manipes I’¢lectrodeétait rincé

avec |’eau distillée.
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Figure 08 :Démonstration de mesure de pH de poudre du lait utilisée pour la fabrication de
Yaourt.

I.1. 4. 2. Mesure de I’extrait sec (ES)

La mesure de la maticre sec est baséesur I’élimination de toute I’eau a la température
de 130°C jusqu’a I’obtention du poids constant de la prise d’essai analysée. Elle consiste a
placer une quantité de 10g du lait en poudre dans I’étuve pendant 2h a la température 130°C.

Ensuite, I’aliquote étuvé était pesé qui représente 1’extrait sec.

I.1. 4. 3. Mesure Phumidité (H)

Le taux d’humidité est I’un des critéres trés importants en termes de qualité du yaourt
et de croissance de microorganismes. L humidité est la présence d’eau ou de vapeur d’eau
dans I’air ou dans unesubstance. Elle favorise la croissance de microorganismes. L’équation 1

est utilisée pour la détermination de I’humidité :

Humidité (H%) = mp — mes Eq. 1

mp : Quantité du lait en poudre étuvée (10g)
mes : Quantité de ’extrait sec trouvé (g)
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I.1.5 Dénombrement et isolement de moisissures

La procédure utilisée pour le dénombrement des moisissures dans le lait en poudre est

celle décrite par la norme algérienne de JORAD N°36 (2017). Elle consiste a dissoudre 1g du

lait en poudre dans 9mL de I’eau physiologique. Aprés homogénéisation de mélange, une

sériede dilutions décimales a été réalisée.

A partir de chaque dilution, 1mLétait déposé au fond de la boite de Pétri stéril puis coulée par

milieu Dichloran gélosé additionné d’une antibiotique tétracycline pour empécher le

développement des bactéries. Aprés solidification, les cultures étaient incubées a 25°C

pendant 5-7jours.

1mL ImL
1mL 1mL 1mL
e —> —> —> >
Suspension mére Sy o o o o
10 Dilution 102 | Dilution 10® | Dilution 10# | Dilution 10®
1 g de poudre du o . .
Gamme de dilutions dans un 9 mL d’H,O physiologique
lait dans 9mL .
stérile.
d’H.0 . oA,
o 1 mL de la derniere dilution doit étre jeté.
physiologique

Figure 09: Procédure de dilutions décimale de poudre du lait.

Les colonies obtenues ont par la suite purifié par repiquages successifs sur milieu PDA

additionné de I’antibiotique Oxytétracycline(afin d’inhiber la croissance de bactérie). Les

culturesétaient incubées a 25°C pendant 7 jours.



II.1. 6. Caractérisation et I’identification des isolats

L’identification de genre fongique fait essentiellement appel aux caracteres culturaux
et morphologiques des moisissures isolées a 1’état pure comme montré par Bourgeoiset
Leveau(1996).

II. 1. 6. 1. Etude macroscopique de colonies

Elle permet de mettre en évidence la morphologie de colonie obtenue sur les milieux
solides. Il s’agit d’une observation a I’ceil nu pour déterminer les critéres suivants (texture,

couleur de thalle, présence d’un pigment et la taille).
II. 1. 6.2 Etude microscopique

L’observation de caractéres microscopiques a été réalisée par la technique de
scotch.Elle consiste a mettre une partie de 1’adhésif « Scotch » sur I’extrémité de la colonie
obtenue a partir de milieu PDA, puis déposé sur une goutte desolution de montage « bleu de
Cottonsur une lame ». Ensuite, I’observation microscopique a été réalisée aux grossissement
10%, 40xpuis100x avec quelques gouttes d’huile a immersion.Elle permet d’avoir des

informations sur I’aspect du myceélium, ’aspect des spores et I’aspect des conidiophores.
II. 1. 7. Etude mycotoxinogenese

La mise en évidence de la production de mycotoxine a été effectuée en basant sur le
protocole de Gacem (2011).Elle se fait en deux étape : (1) détectionvisuelle et (2) par
révélation sur plaque de chromatographie sur couche mince (CCM) aprés production sur
milieu YES.

II.1.7.1. Détection visuelle de la production de mycotoxine

Elle consiste a ensemencer le milieu a base de 1’extrait de noix de coco additionné 0,8
mLde désoxycholate de Sodium. Ensuite, les cultures ont été incubées a 25°C pendant 14
jours.Aprés incubation, la production de mycotoxine a été mis sous la lumiere UV a 365nm.

La production de mycotoxines s’est traduit par une fluorescence.
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II. 1. 7. 2. Détection de mycotoxine par CCM
I.1.7.2 1. Production de mycotoxines

Une 0Ose de colonie obtenue a partir de milieu PDA, a été repiquée 50mL milieu
YESadditionnéd’antibiotique et vitamine B, , (induit les réactions conduisant a la production
des mycotoxines). Le mélange est agité pendant 10min puis incubé a 25°C pendant 14 jours.

Les flacons sont agités quotidiennement durant 3jours.

II.1.7.2. 2. Extraction de mycotoxine

Apres 14 jours d’incubation, la culture est filtrée a travers papier filtre type Wattman
N°1. Les 50mL du filtrat obtenu sont additionnés a 100 mL de chloroforme. Le mélange a été
agité pendant 10min, puis laisser décanter en utilisant une ampoule a décantation. Cette
opération est répétée en additionnant successivement 50mL et 30mL du chloroforme

chaqueséparation.

La phase chloroforme obtenue est filtrée sur papier Wattman N°1 puis concentré par
¢vaporation sous vide a I’aide d’un évaporateur rotatif jusqu’a I’obtention d’un volume de 2 a

3mL.

II.1.7. 2. 3. Détection des mycotoxines par la chromatographie sur couche mince
(CCM)

La chromatographie sur couche mince est une méthode qui permet une séparation
efficace des mycotoxines et leur identification. Elle est effectuée dans une cuve en verre
fermée, par le contact de la plague avec la phase mobile contenant un mélange de solvant
d’élution. La procédure consiste a activer d’abord la plaque de CCM a 130°C pendant 10min.
Apres activation, a I’aide d’une micro pipette, un spot de 20 pl et un autre de 40 pl de chaque
extrait chloroformique concentré sont déposé sur la plague CCM. Ensuite, la plaque est
déposéeverticalement dans la cuve a chromatographie qui contient la phase mobile composée
de toluéne/Acétate d’éthyle/Acide formique (5:4:1).

Aprés la migration, la plaque est examinée sous une lampe a UV a une longueur
d’onde de 365 nm. L’observation des plaques sous UV (365nm) permet de visualiser

I’aflatoxine forme des taches bleu.
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II. 1. 8. Etude de la croissance de moisissures

La croissance radiale de tous les isolats obtenus est testée sur milieu PDA. Elle
consiste & deposer une 6se centrale sur milieu PDA puis incubé a 25°C. Le diamétre des

colonies macroscopiques (centimetres) est mesuré quotidiennement.

Les paramétres de croissance des isolats étudiés ont été estimés a 1’aide de modele
primaire de Baranyi(Baranyi et Roberts 1994). Le modeéle utilisé est représenté par

I’équation 1 et 2 :

Y=Yo+ HgA - In (1+[2xp@maxA) - 1)) Eq. 1
exp (ymax —y0)

A=t+ (ﬁ) In [exp (-Hmaxt)+ €XP (- Hmax A) - XP (- Kmax t- Hmax))] Eq. 2

v est le rayon de la colonie (mm). yo est le rayon initial de la colonie(mm). y max €st le rayon
maximal de la colonie (mm).max est le taux maximum de croissance radial (mm/ j) de la

colonie,A est la phase de latence ( j,temps pour rayon > 2.5mm),et t est le temps en jours ().
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II.2.1. Mesures de pH et d’humidité

Les résultats de cette étude ont montré de pH égal a 6,68 est conforme aux exigences
de la réglementation algérienne J.0.R.A (1998).

Par ailleurs, les échantillons du lait en poudre utilisé lors de fabrication de Yaourt
contiennent des faibles taux humidité de 19,7% acceptable aux exigences de la commission

du codex Alimentaires.

Dans ces conditions de pH et humidité, les moisissures sont en générale plus opté a la

croissance (Davet,1996).

I1. 2. 2. Dénombrement de moisissures

Les résultats de dénombrement montrent que I’ensemble des échantillons de la marque
« A » sont contaminés par les moisissures, tandis que aucune contamination n’est révélée
pour la marque « B ». Les resultats de la marque B est probablement lié a la faible quantité

prélevée qui diminue la probabilité d’avoir les microorganismes.

Pour les échantillons contaminés de la marque « A », les concentrations sont
comprises entre 10 et 500 ufc/g avec un médian de 30 ufc/g. ces résultats sont en accord avec
résultats de Medina et Jordano (1993), Haridy(1993) et Saad et al. (1983). Ces auteurs ont
montré que ’ensemble des échantillons analysés sont contaminés avec des concentrations
s’¢talent entre 15 et 330 cfu/g. Cependant, les résultats obtenus dans cette étude, sont moins

contamingés par rapport aux résultats de VVan-Uden et al. (1957).

Quant aux genres identifié dans cette étude, ils étaient identifiés également par
plusieurs auteurs a savoir Dalia et al. (2016) et Buehler et al. (2018). Ces mémes auteurs ont
montré la présence des autres genres. Dans notre étude, la biodiversité est certainement

limitée par le nombre étroit des échantillons.

Une présence importante des différentes espéces fongiques dans la poudre du lait, est
probablement dd a la présence des conditions appropriés a leur croissance. Beaucoup d’autres
auteurs reportent le développement et ’activité des moisissures (Cuero et al., 1987 et lacey,

1990).L’évolution du niveau de contamination par les moisissures et important car elle permet



Résultats et discussion

de fournir des informations aussi bien sur la qualité des produits alimentaires que d’éventuelle

présence des mycotoxines.

Tableau 11 :Dénombrement des souches de moisissures obtenues apreés incubation.

Marque Isolat ufc/g Median (ufc/g)
A P1 30 30

P2 200

P3 10

P4 500

P5 20

P6 30
B

A partir de boites de dénombrement et d’isolement de moisissures, 6 isolats ont été
repéré et purifie sur milieu PDA. Les isolats obtenus ont été identifié en basant sur
I’observation microscopique. L’identification macroscopique est difficile a réaliser a cause de

variabilité macroscopique de colonies. Les caractéres macroscopiques sont illustrés dans le

tableau 13.

Figure 10: Culture de purification des isolats.

L’identification microscopique a permis d’identifier 4 genres (Figure 11)
appartiennent a Alternariaspp. (10%), Aspergillusspp. (16%),Fusariumspp. (33%) et

Penicilliumspp. (41%)(Figure 12).
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B Aspergillus  ® Penicilium ™ Fusarium M Alternaria

Figure 11 :Secteurs de répartition de différents isolats fongiques isolés a partir de

I’échantillon de lait en poudre.
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Tableau 12 : Caracteres macroscopiques et microscopiques des isolats.

Isolats  Vitesse de croissance Caractéres microscopique Especes
P1 Vitesse de croissance rapide. Thalle septé. Aspergillus spp
Recto :blanc puis vers-gris puis gris Grosses conidies globuleuses
foncé,a gris noiratre.
Verso: agris noiratre.
P2 Vitesse de croissance moyenne. Thalle septé,conidiophore lisse se termine par une téte conidienne bisériée. Aspergillus spp
Recto : Blanc puis beige, puis jaune Conidies uni cellulaire globuleuse.
orangé a brun foncé avec un centre
jaune.
Verso : jaune blanchatre.
P3 Vitesse de croissance rapide. Les conidies sont ovoides ; Alternariaspp
Colonies apparaissent noires et Elles portent souvent a leur extrémité un bec conique a cylindrique, brun et court.
duveteuses. Ces spores asexuées pluri cellulaires conidiophore simple, lisse.
P4 Vitesse de croissance rapide Hyphes septés. Fusarium. Spp.
Recto : Blanc puis jaune cotonneuse  Conidiophores court.
Verso : incolore a jaune péle. Macroconidies fusiformes pluricellulaires.
Macroconidies ovales, isolées ou en chainettes.
P5 Vitesse de croissance lente. Les hyphes septés ,macroconidies , fusiformes, pluri septe. Fusarium. spp
Recto : rose, puis souvent blanche
avec un centre noir.
Verso : couleur rose diffusible au
revers de la culture
P6 Vitesse de croissance lente. Conidiophores isolés simple,globuleuse. Penicilluimspp.

Couleur de mycélium vert foncée,
colonie simple, poudreuse.
Revers : noire.

Pinicillescontitué de phialides branché directement a I’extrémité du conidiophores.
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Figure 12 : Caractéres microscopiques et macroscopique de isolats identifiés.

Alternariaspp, b) Aspergillusspp; c) Fusariumspp, d) Penicilliumspp. 1)macroscop|querecto,
2) macroscopique verso, 3) aspect microscopique a 40x, 4)

Détectiondu pouvoir producteur des mycotoxines

Comme montre la figure 13, les isolats testés ont montré leur pouvoir producteur de

mycotoxine révelé par la fluorescence bleu-vert sur milieu a base d’extrait de noix de coco
(CAM).



Résultats et discussion

La détection de la production d’aflatoxines par la visualisation da la fluorescence sur

milieu CAM est aussi performante que la détection par CCM

Figure 13 : Mise en évidence de la production de la mycotoxine par la fluorescence sous
lumiére UV (365nm) sur milieu & base d’extrait de noix de coco (CAM).

La détection par la chromatographie sur couche mince (CCM) a démontré que les

isolats sont producteurs des aflatoxines montrées par une fluorescence bleu (Figure 14).

L’ensemble des résultas de detection de pouvoir mycotoxinogeéne sont en accord avec
les résultats de LEMKE et al (1989). Les résultats de CCM montrent que les isolats tezstés
produit au moins 0.5 ppb (poids par billion) qui représente le seuil de détection de la méthode
CCM (Zakaria et Majerus, 1992).

La sécrétion des métabolites secondaires par les souches fongiques toxinogénes dans la
poudre du lait dépend également d’autres facteurs liée a I’isolat comme montré par Olsen et
al. (2003) ; Blumenthal. (2004). A titre d’exemple, ’Ochratoxine A (OTA) produit par
Penicillium nordicum(Olsen et al.,2003) , Aspergillusniger (Abraca et al., 1994). Parmi ces
facteurs, (1) I’activité d’eau de la poudre du lait, (2) comme montré par Pfohl-Les zkowicz
(2001), la disponibilité en eau a une influence déterminante pour les différentes mycotoxines
y compris les aflatoxines, (3) défaut d’oxygénation (Le bars, 1982), (4) la température
optimale de toxinogénése (Morceau C ., 1991), (5) le pH permettant la toxinogénese est plus

restreinte que celle permettant la croissance fongique (Keller et al., 1997).
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Figure 14 : Mise en évidence par fluorescence sous lumiére UV (365nm) de la production de

mycotoxines sur CCM

Modélisation de croissance radiale

La figure 15 montre les cinétiques de croissance des isolats obtenus. Les paramétres de
croissance sont illustrés sur le tableau 14, les temps de latence et ptec s’étalent entre [0 —
0.1jour] et [0.03-0.46jour™] respectivement. Les résultats montrent que les paramétres de
croissance dépendant de la souche. La souche C34 présente une croissance rapide par rapport

aux autres souches. Cette variabilité est observée également par Baydaa (2017) et Pandy et al.

(2018).
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Figure 15 :Cinétiques decroissances de trois isolats de poudre du lait utilisé pour la

fabrication de yaourt.
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Tableau 13 : Parameétres de croissances des isolats de moisissures.

P2 P3 P4
logRO (mm) 0,12769027 0,00161515 0,002
logRmax  0,65731115 0,83381655 0,887

lag (A) (Jour) 0 0,1094768 0
pmax (jour-
1) 0,46259887 0,1428883 0,036

SCE 0,01544375 0,05060553 0,000
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CONCLUSION
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Le but de cette étude est d'isoler et de dénombrer les moisissures dans la poudre de lait
utilisée pour la production de yaourt ainsi que de caractériser la de croissance des moisissures
dans la région d’Ain Témouchent.

Aux termes de ce travail, les résultats ont montré la contamination de poudre du lait
utilisé pour la fabrication de yaourt. 4 genres ont été identifié dans des isolats
d’Aspergillusspp et Penicilliumspp sont productrice de mycotoxines par les deux techniques
utilisées sur milieu CEM et milieu YES dont la révélation est visuelle et par CCM pour les
deux méthodes respectivement.

Les résultats obtenus ouvrent un perspective (1) d’étendre 1’étude sur une gamme
élevée des échantillons, (2) modéliser la croissance de moisissures dans le produit au long de
sa fabrication, distribution et consommation, (3) modéliser la production de mycotoxines.

Le risque lié au mycotoxines reste inévitable vu que les moisissures sont toujours
présentes a cause de leur caractéres ubiquitaires et désamination rapide. Cependant, la
minimisation de la contamination et croissance de champignons peuvent étre ciblé.

Au terme de ce travail plusieurs recommandation, peuvent étre proposer :

- Respecter le principe d’hygiéne et les bonnes pratiques de fabrication ;

- Réduire les quantités achetées ;

- Améliorer les conditions de stockage de produits et de matieres premiéres ;

- Sensibiliser les acteurs de la filiere de risque de mycotoxines.
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1- Matériel Lourd : tous les matériels lourds utilisés durant cette étude est présenté

dans le tableau suivant :

-Bec benzéne

_Bain marin
-Balance électronique
-Béchers

-Burette a robinet gradué
-Etuve

-Fioles jaugées
-Microscope optique
-PH métre

-pipette pasteur
-pipette gradué
-plaque chauffante
-Réfrigérateur

-vortex

Matériels Références
-Autoclave OPTIKA
-Agitateur TRADE Raypa

Model SELECTE
La marque ENIEM

schott

schott

TRADE Raypa
schott
OPTIKA
BPH-237
schott

schott

ENIEM

RADWAG WagiElektroniczne

WiteglabortechnikGmbH

»_Matéricls ¢ .

Les accessoires, les matériels 1éger, produits chimiques et des réactifs utilisés sont présentés

dans tableau 2 suivants :

Accessoires Verrerie

Colorants et réactifs

Solvants
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Anse de platine
Boite de pétri
Ecouvillon
Micropipette
Pince

Scotch

Plaque de silicagel

-Béchers

-Cuve
chromatographie
-Eprouvette gradue
-Erlenmeyers
-fiole jaugés
-flacons

-lame /lamelle
-pipette gradue
-pipette pasteur
-Tubes a essais

-Blue de méthylene
- Bleu de cotton

- huile a émersion

-Chloforme
-toluene

- Acétate d’éthyle
-Acide formique
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Annexe 2 :

Milieux de culture : Illustratif de composition des milieux de cultures utilisés .

Milieu de base :

Milieu de culture Composition PH
Extrait de levure en poudre..........cccocovevvieinennnn. 59

Gélose de base Glucose 6,6
.......................................................... 20g
Agar-Agar
....................................................... 15g
Eau
AISEIIE ..o, 900ml

Stériliser a I’autoclave a 121°C pendant 15min
il : ).

Est un milieu de culture le plus largement utilisé pour cultiver des champignons qui attaquent
les plantes vivantes , matiere organique végetale ou animale

Milieu de culture Composition PH
Milieu PDA Pomme de terre .....cooveevvveeiiee e, 2009
Dextrose.......ccoceveeeiiiiiiiininnnenn 209 6,5
Agar
................................................. 15¢
Eau distillé .................. compleéter jusqu’a
1000ml

Autoclavé 120°C pendant 20min de PH=6,5
Milieu CYA ( CzapekYeastExtract Agar) :

Le milieu CYA a été utilisé pour la croissance et identification des champignons appartenant
aux genres Aspergillus , Penicillium . De plus , ce milieu a aussi milieu optimal pour la

production des mycotoxines ainsi que pour la conservation des moisissures (+4°C) .
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Milieu de culture

Composition

PH

Milieu CYA

19 7,0

Autoclavé a 121°C d’une durée de 15min de PH=7,0

Milieu YES (Y

Extr

Milieu de culture

Composition

PH

Milieu YES

Extrait de levure.........ccccoooeeeviii e 4,09
SUCTOSE .ttt e e e e ettt et a e e e e abenees 20,09

KH2

POA. .ot 1.0g

Eau

ISTIE ... 1Litre

6,2

Autoclave pendant15min a température de 121°C de pH= 6,2.
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Mili li

M aratoir mili

Dans une balance électronique, On peser sur verre de montre un 15g du agar, puis 5g du
I’extrait de levure et 20g du glucose ensuite en ajouter 900ml de I’cau distillé . on ’agité

jusqu’a homogénéisation ,On le mettre dans le bain marin jusqu’a solidification , puis

montrer directement dans I’autoclave d’une durée de 15 MIN (118-120°C) .

mili

100grammes de la noix de coco déchiquetée ont été homogénéisé pendant 5min avec 300ml
D’eau distillé chaude dans un bécher .la solution est filtré a 1’aide du tissu d’agar a été

(20g/litre) .le mélange a été alors stérilisé a 121°C pendant 15min

iliew liquide
Mode opératoire du mili _

Sur une balance électronique , On peser dans un bécher mettre 20g du extrait de levure et
ajouter 409 du sucrose , puis 1g du potassium dihydrogene phosphate anhydrous (KH2 PO4)
, ensuite ajouter le 0,5 g du Magneésiumsulfateheptahydrate (Mg SO4), puis 15g du agar

finalement ajouter 1litre d’eau distillé .On agité le mélange jusqu’a I’homogénéisation .

Dans chaque flacon on met 50ml du bouillon préparé (milieu YES) , puis ajouter dans chaque

flacon 0,5ml du vitamine B12 .
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Annexe 04

lution hlorhvdr ’oxvtétracvceline :

mposition :

Chlorhydrate d’oxytétracycline

(C22 H3 o0 O11 HCD..u.oooovvveereeeen. 50mg
BaU ..o 50ml
Milieu complet :

Solution de chlorhvdrate :

D’oxytétracycline..............ccccoooviiiiiiiiiiii e 10ml
Milieu de DaSE .........cooveiiiiiiiice e 90ml
Pré ion -

Refroidir le milieu de base stérilisé , amener juste avant I’emploi . la solution de chlorhydrate

d’oxytétracycline , ajouter 10ml de cette solution aseptiquement a 90ml du milieu de base .
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