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 Chaque jour, les humains sont exposés à un grand nombre d'agents pathogènes, en particulier 

des bactéries (Suvarna et al., 2018). Dans des conditions normales, les microorganismes 

intestinaux coexistent de manière symbiotique avec l’hôte, maintiennent un équilibre dynamique et 

jouent des rôles majeurs dans le métabolisme, la nutrition, la protection et la régulation 

immunitaire. Cependant, la présence de microorganismes pathogènes ou même de certaines espèces 

commensales peut perturber cet équilibre, favorisant ainsi l’apparition de maladies gastro-

intestinales et extra-intestinales (Zhang et al., 2023).  

 Au cours des dernières décennies ,  les probiotiques ont suscité un intérêt croissant en raison 

de leur potentiel à améliorer la santé et voire à traiter certaines maladies (Gul et Durante-

Mangoni, 2024). Ces derniers sont des micro-organismes vivants qui confèrent des bénéfices pour 

la santé de l’hôte lorsqu’ils sont administrés à une charge adéquate (Plaza-Diaz et al., 2019). En 

particulier, ils contribuent à rétablir l’équilibre du microbiote intestinal et à améliorer la santé du 

système digestif (Tullio, 2024). 

 Jusqu’à présent, la conception d’aliments contenant des probiotiques s’est concentrée 

principalement sur les lactobacilles et les bifidobactéries (Rima et al., 2012), tandis que les levures 

à potentiel probiotique ont été peu explorées. Pourtant, certaines espèces de levures sont déjà 

reconnues comme GRAS (Generally Recognized As Safe) et dans la liste QPS (Qualified 

Presumption of Safety), en raison de leur richesse nutritionnelle, de leur résistance à l’acidité 

gastrique et aux sels biliaires, de leurs propriétés antibactériennes, de leur tolérance aux 

antibiotiques, de leur capacité à moduler le système immunitaire, à assimiler le cholestérol et à 

améliorer le statut antioxydant (Suvarna et al., 2018). À ce jour, Saccharomyces boulardii demeure 

la seule levure commercialisée en tant que probiotique pour l’usage humain (Suvarna et al., 2018). 

Par ailleurs, la majorité des souches probiotiques actuellement étudiées et utilisées proviennent du 

tractus gastro-intestinal humain sain ou de produits laitiers (Garcia et al., 2016).  

 Aujourd’hui, due à la demande croissante en aliments probiotiques, l’identification de sources 

alternatives et de cultures probiotiques est devenue un domaine de recherche essentiel (Devecioglu 

et al., 2025). En outre, l’exploration des levures à potentiel probiotique ouvre la voie à de nouveaux 

produits aux propriétés fonctionnelles innovantes, distinctes de celles des probiotiques bactériens 

actuellement disponibles sur le marché (Tullio, 2024). 

La présente étude contribue à la connaissance scientifique en examinant des sources 

d’isolément de probiotiques non conventionnelles, en explorant des échantillons issus du lait 

maternel et d'une boisson fermentée, le legmi (vin de palme), qui vise principalement à répondre à 
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la question suivante : ces sources non conventionnelles peuvent-elles constituer de bonnes sources 

pour l’isolement de nouvelles souches de levures présentant des propriétés probiotiques ? 

Les principaux objectifs de ce travail sont : 

 Isolement, dans un premier temps, de souches de levures à partir de lait maternel et de legmi 

(vin de palme) 

 Sélection, Criblage et Evaluation du potentiel probiotique  

 Pour ce faire, et afin de mieux cerner le contexte de cette étude, une synthèse bibliographique 

relative au sujet a été réalisée, offrant un aperçu général sur les levures, les probiotiques, ainsi que 

sur les sources non conventionnelles étudiées. Par la suite, la méthodologie adoptée sera présentée 

en détail, suivie de la discussion des résultats obtenus. Enfin, les conclusions tirées de cette étude 

seront exposées, accompagnées des perspectives pour de futurs travaux. 
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I.  levures  

I.1. Aperçu sur les levures 

 La première observation microscopique des levures a été réalisée en 1680 par Antonie van 

Leeuwenhoek (Türker, 2014). Les levures sont des microorganismes eucaryotes hétérotrophes 

appartenant au règne des fungi. Elles peuvent exister sous une forme unicellulaire ellipsoïde ou sous 

la forme de cellules allongées reliées en filaments, formant un pseudomycélium (Kopecká et al., 

2012). Généralement, elles se caractérisent par la présence d'une membrane nucléaire ainsi que de 

parois cellulaires bien définies (Shurson, 2018). Leurs cellules peuvent présenter différentes 

formes, comme la forme sphérique, cylindrique ou ovale (Huang et Tang, 2007), et elles sont soit 

aérobies strictes, soit anaérobies facultatives (Featherstone, 2015). 

 Sur le plan taxonomique, les levures appartiennent à deux grands phyla : les Ascomycota et 

les Basidiomycota (Liu et al., 2023). Leur reproduction peut se faire de manière asexuée, par 

bourgeonnement ou fission, ou bien de manière sexuée, par la formation de spores (Mohd Azhar et 

al., 2017). En ce qui concerne leur habitat, les levures sont des microorganismes ubiquitaires qui se 

retrouvent dans une grande variété d'environnements : terrestres et aquatiques (Chavez et al., 

2024). 

I.2. Structure cellulaire de levures 

 Les cellules de levure peuvent avoir une longueur allant de 2 à 3 μm et atteindre jusqu'à 20 à 

50 μm, avec un diamètre variant de 1 à 10 um. La paroi cellulaire des levures représente une 

structure complexe et rigide, dont l'épaisseur varie entre 100 et 200 nm (Walker, 2009) ; elle est 

principalement composée de polysaccharides tels que les β-glucanes, la chitine et les 

mannoprotéines, qui assurent sa rigidité et son épaisseur (de Macêdo et al., 2024). 

 Les cellules de levure sont constituées d'un cytosquelette, d'un noyau et de divers organites 

sous-cellulaires tels que le réticulum endoplasmique (RE), l'appareil de Golgi, les mitochondries et 

les microcorps (peroxysomes, glyoxysomes) (Van Der Klei et al., 2011). De plus, elles ont une 

membrane et du cytoplasme (Tofalo et Suzzi, 2016). 

I.3. Exigences nutritives des levures 

 Les cellules de levure préfèrent du  consommer du glucose ou du fructose para port  à d’autres 

mono-, di- et trisaccharides (Broach, 2012). Pour assurer leur croissance, elles nécessitent un 

milieu contenant une source d’azote (comme les sels d’ammonium, les nitrates ou les acides 

aminés), de faibles concentrations de minéraux essentiels (potassium, magnésium et le calcium), 

ainsi que des vitamines indispensables telles que la biotine et la thiamine (Hatoum et al., 2012). 
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I.4. Source d’isolement des levures 

 Les levures sont répandues dans les milieux naturels et se trouvent notamment dans la flore 

microbienne normale de l’Homme, sur les particules aériennes, dans les aliments et sur les végétaux 

(Hatoum et al., 2012). Elles sont également présentes dans les exsudats de feuilles, les racines, les 

fleurs, les fruits et les troncs d’arbres, ainsi que dans le sol, les eaux marines et les eaux de rivière 

(Starmer et Lachance, 2011). 

I.5. Métabolisme des levures  

 Les levures ont la capacité d'utiliser deux voies différentes pour générer de l’adénosine 

triphosphate (ATP) ; la respiration et la fermentation. Ces deux processus débutent par la glycolyse 

(García et al., 2016), qui métabolise le glucose en pyruvate, en utilisant l’énergie libre pour générer 

de l’ATP et les électrons libérés pour réduire le nicotinamide adénine dinucléotide (NAD) en 

NADH (Overal et al., 2018). 

 En présence d’oxygène, les levures réalisent une respiration, produisant du dioxyde de 

carbone, de l’ATP et de l’eau (Lin et al., 2012) ; dans ce processus, le pyruvate est complètement 

oxydé en CO₂ par le cycle de l'acide tricarboxylique et la phosphorylation oxydative et entraîne un 

rendement élevé en ATP, environ 18 ATP par glucose. En revanche, en l’absence d’oxygène, les 

levures réalisent une fermentation. Elle transforme le pyruvate en éthanol par le pyruvate 

décarboxylase et l'alcool déshydrogénase, ce qui entraîne un rendement en ATP plus faible (2 ATP 

par glucose) (Pfeiffer et Morley, 2014). Par ailleurs, Saccharomyces cerevisiae est capable de 

fermenter le glucose même en conditions totalement aérobies (Rintala et al., 2011). 

L'équation chimique schématique pour la voie de fermentation est la suivante (Maicas, 2020): 

𝐶6 𝐻12  𝑂6(𝑔𝑙𝑢𝑐𝑜𝑠𝑒) →    2𝐶2𝐻50𝐻 (é𝑡ℎ𝑎𝑛𝑜𝑙) + 2𝐶𝑂2 (𝐷𝑖𝑜𝑥𝑖𝑑𝑒 𝑑𝑒 𝐶𝑎𝑟𝑏𝑜𝑛𝑒) 

I.6. Reproduction de levures  

I.6.1. Bourgeonnement  

 Dans des conditions de croissance favorables, les cellules de levures haploïdes ou diploïdes se 

multiplient par la formation d’un petit bourgeon par croissance polarisée à partir d’un site 

particulier à la surface de la cellule mère ; ce bourgeon reste attaché à la cellule mère par un col, qui 

se détache ensuite grâce à un ensemble d’enzymes responsables du remodelage de la paroi cellulaire 

(Wedlich-Soldner et Li, 2008), le terme « levure bourgeonnante » provient justement de cette 

caractéristique unique de la division cellulaire, qui distingue S. cerevisiae de la levure de fission 

(Duina et al., 2014).  Par ailleurs, les cellules filles et les cellules mères sont génétiquement 
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identiques, mais le bourgeon formé est plus petit que la cellule mère, il doit atteindre une taille 

suffisante pour commencer à bourgeonner à son tour (Colman-Lerner et al., 2001) et cela à 

partir d’un nouveau site qui est opposé à son site de naissance (Y. Wang et al., 2017).  

I.6.2.  Fission 

 La croissance des cellules de levures par fission se fait de manière longitudinale, dans laquelle 

les cellules de levures de forme cylindrique s'allongent vers leur axe le plus long. Pendant la 

croissance, la paroi de la cellule mère se divise au centre pour former deux nouvelles parois 

cellulaires rigides, produisant ainsi deux cellules filles de taille égale (Almonacid et Paoletti, 

2010). Parmi les levures qui se divisent par fission, Schizosaccharomyces pombe est celle qui est 

largement étudiée (Osiewacz, 2002). 

I.6.3. Reproduction sexuée 

 La fusion se fait lorsque deux cellules haploïdes de types d’accouplement opposés se 

fusionnent pour former une cellule diploïde, d'abord par contact entre leurs parois cellulaires, puis 

par la fusion de leurs membranes plasmatiques, et se termine par la fusion des noyaux (la 

caryogamie). En cas de carence en nutriments, les cellules diploïdes sporulent, générant quatre 

spores haploïdes. Ces spores germent et produisent des cellules haploïdes qui, par bourgeonnement, 

peuvent se jumeler pour restaurer l'état diploïde (Knop, 2011). Ainsi, par ce mécanisme, les cellules 

haploïdes de S. cerevisiae peuvent devenir des cellules diploïdes (Harari et al., 2018). 

II. Probiotiques  

II.1. Définition des probiotiques  

 Le terme « probiotique » a été utilisé pour la première fois en 1953 par Werner Kollath (Latif 

et al., 2023). L’origine de ce mot vient du grec, où « pro » signifie bénéfice et « bios » signifie vie 

(Butt et al., 2021). Alors que les probiotiques peuvent être définis comme des composants 

alimentaires qui favorisent la croissance des microorganismes bénéfiques dans l’intestin (Sarita et 

al., 2025), selon la définition de l’Organisation des Nations Unies pour l'alimentation et l'agriculture 

(FAO) et de l’Organisation Mondiale de la Santé (OMS), les probiotiques sont « des 

microorganismes vivants qui, lorsqu’ils sont administrés à des quantités  adéquates, exercent une 

action bénéfique sur la santé de l’hôte » (Hill et al., 2014). 
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II.2. Critères de sélection des souches probiotiques 

 Un micro-organisme probiotique doit répondre à plusieurs critères pour être considéré comme 

un candidat probiotique. Ces propriétés sont spécifiques à une souche, et non à une espèce ou à un 

genre (Alkalbani et al., 2022). 

 Avant l’utilisation de toute souche microbienne en tant que probiotique, il est essentiel 

d’évaluer ses critères de sécurité et de fonctionnalité (Sarita et al., 2025). Les recommandations 

actuelles soulignent l’importance de vérifier l’absence de facteurs de virulence, d’infectiosité, de 

toxicité, ainsi que de gènes de résistance aux antibiotiques transmissibles pour assurer l’innocuité 

du probiotique (de Melo Pereira et al., 2018). Les critères fonctionnels incluent la capacité de 

survie dans les sites corporels pertinents, l’adhésion aux cellules épithéliales intestinales, 

l’interaction avec les cellules immunitaires humaines, la résistance aux conditions gastro-

intestinales (enzymes digestives, bile, acidité), ainsi que l’activité antimicrobienne (Binda et al., 

2020). En outre, les effets bénéfiques potentiels tels que les propriétés anticancéreuses, 

antidépressives, anxiolytiques, anti-obésités, antidiabétiques, immunostimulantes et 

hypocholestérolémiantes sont de plus en plus considérés comme des critères importants dans la 

sélection des souches probiotiques (de Melo Pereira et al., 2018). 

II.3. Principaux microorganismes probiotiques  

 Les probiotiques les plus connus appartiennent au groupe des lactobacilles, et aux genres 

Bifidobacterium, Bacillus, Streptococcus, Enterococcus et Saccharomyces (Sarita et al., 2025). 

Saccharomyces. cerevisiae var boulardii est la seule levure commercialisée comme probiotique 

pour l’Homme (Suvarna et al., 2018). Récemment, de nouvelles souches de levures présentant un 

potentiel probiotique ont été isolées, notamment Kluyveromyces marxianus var. lactis et K. 

marxianus var. fragilis et d’autres levures non-Saccharomyces telles que Debaryomyces hansenii, 

Pichia guilliermondii  et Candida norvegica ont montré également un potentiel probiotique 

intéressant (Staniszewski et Kordowska-Wiater, 2021).  

II.4. Propriétés et applications de levures probiotiques 

 Les levures probiotiques exercent  leurs  effets  bénéfiques  grâce à plusieurs mécanismes tels 

que la modulation du  microbiote  intestinal, par l’antagonisme direct contre les agents pathogènes, 

et indirect comme  l’adhésion au mucus, la modulation immunitaire et les effets topiques  sur le 

tractus gastro-intestinal (Staniszewski et Kordowska-Wiater, 2021). Les levures probiotiques 

jouent un rôle dans la régulation de l’immunité intestinale non seulement elles inhibent les bactéries 

pathogènes,  mais aussi elles stimulent la libération de cytokines et d'autres agents immunitaires, 
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tels que l'interleukine (IL)-10 et l'interféron (IFN)-γ, qui renforcent le système de défense du corps 

humain contre  les agents pathogènes  (Tullio et al., 2024). En effet, des études ont attesté leur 

utilisation en biothérapie pour leurs effets anticancéreux, pour traiter les problèmes digestifs, et 

contribuent aussi à améliorer la santé métabolique, notamment la gestion du diabète et réduisent le 

stress oxydatif (Moonsamy et al., 2024 ; Tamang et Lama, 2022). 

 Par conséquent, les levures probiotiques sont utilisées dans plusieurs domaines notamment 

alimentaires et médicaux. Elles sont intégrées dans des aliments fonctionnels, dont les produits 

laitiers comme le yaourt, le fromage, le kéfir et le koumis, qui constituent un milieu propice à leur 

intégration. Ces produits, en plus de leur valeur nutritive, améliorent la santé intestinale, par 

exemple les levures probiotiques peuvent améliorer la concentration de protéines, de vitamines 

(telles que la vitamine B12) et de minéraux (tels que le calcium et le magnésium), favorisant ainsi 

une absorption plus efficace des nutriments (Hatoum et al., 2012) . 

III. Lait maternel 

 Le lait maternel humain (LMH) est un fluide physiologique complexe (Ojo-Okunola et al., 

2018). Universellement, il est  considéré comme la source de nutrition optimale pour presque tous 

les nourrissons en bonne santé (Hunt et al., 2011); sa composition évolue avec le temps pour 

s’adapter aux besoins changeants de l’enfant (Ares Segura et al., 2016), il est  riche en lipides et en 

glucides et également en microorganismes (Christian et al., 2021). 

 Le LMH est couramment classé en colostrum et lait mature. Le colostrum est le premier lait 

produit, il se diffère du lait maternel mature par sa composition. Il présente une faible teneur en 

lactose et en lipides comparé au lait mature (Andreas et al., 2015), il est produit en faibles 

quantités, mais il est riche en composants immunologiques tels que l’IgA sécrétoire (Ballard et 

Morrow, 2013), sa forte teneur en β-carotène lui confère une couleur jaune foncé. Après 14 jours, 

le lait est considéré comme mature ( Talbert et Townsend, 2025). 

III.1. Composition microbiologique 

La flore du lait maternel humain est très diversifiée (Boix-Amorós et al., 2017). Il contient 

une grande variété de microorganismes, incluant des bactéries, des champignons, mais aussi des 

archées des virus et des protozoaires, formant un écosystème complexe (Jiménez et al., 2015).  

 Avant les années 2000, le lait maternel humain était considéré comme stérile. Cependant, en 

2003, Martín et al.(2003), ont décrit la présence de bactéries commensales et probiotiques dans le 

LMH (Ojo-Okunola et al., 2018). En effet, des chercheurs ont confirmé la présence du genre 

Bifidobacterium,  des bactéries appartenant au groupe des lactobacilles (Ge et al., 2024) et des 
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espèces appartenant aux genres Staphylococcus, Acinetobacter, Streptococcus, Lactococcus, 

Enterococcus, Leuconostoc , Weissella et Pseudomonas (Fernández et al., 2020; Witkowska-

Zimny et Kaminska-El-Hassan, 2017).  La présence de levures a également été mise en évidence, 

principalement des genres comme Saccharomyces, Malassezia, Alternaria, Rhodotorula et Candida 

spp. (Notarbartolo et al., 2022).  

III.2.  Composition chimique du lait maternel humain  

 Le lait humain possède une composition chimique unique, constitué d’environ 87 % d’eau, de 

3,8 % de graisses, de 0,2 % de minéraux et d'environ 1,0 % de protéines. Il contient également 7 % 

de lactose, qui fournit environ 40 % de l’énergie totale du lait humain (Guo, 2014). Ces nutriments 

proviennent de l’alimentation maternelle, des réserves de la mère et de la synthèse dans les 

lactocytes (Ballard et Morrow, 2013). 

 Le pH du lait maternel mature varie entre 7 et 7,5 à température ambiante, avec une légère 

diminution au cours de la lactation en raison des changements dans sa composition. Sa couleur est 

généralement blanche, mais elle peut varier en fonction des aliments ou des médicaments pris par la 

mère (Meng et al., 2021). 

IV. Legmi  

 Le vin de palme est une boisson traditionnelle (Nwaiwu et al., 2016) fabriquée à partir de la 

sève de divers palmiers (Onyeukwu et al., 2024)  comme le palmier à huile (Elaeis guineensis) , le 

palmier dattier (Phoenix dactylifera), le palmier kithul (Caryota urens), le palmier nipa (Nypa 

fruticans),  le palmier raphia (Raphia hookeri)  et le cocotier (Cocus nucifera) (Stringini et 

al.,2009). Il est issu de la fermentation spontanée de la sève de palmier par des microorganismes 

naturellement présents (Sumerta et al., 2025). Cette fermentation comprend 3 étapes : Une 

fermentation lactique, une fermentation alcoolique par des levures  qui sont responsables de la 

transformation de la sève en alcool et enfin une fermentation acétique (Nwaiwu et al., 2016). Et 

grâce à ce processus de fermentation, la sève devient alcoolisée et prête à être consommée. 

 En ce qui concerne la boisson du Legmi issue de la sève de dattier, elle peut être consommée 

avant ou après la fermentation selon l’appréciation du consommateur. 

IV.1.  Composition biochimique 

 Le vin de palme se compose de différents constituants biochimiques, notamment les sucres 

tels que le maltose et le saccharose, les protéines, les acides aminés, les lipides, les minéraux et les 

oligoéléments. La quantité en maltose est de 0,10 mg/100, et celle de saccharose est de 8,74 mg/100 
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et environ 39,09 mg/100 des protéines, 59,63 mg/100 des lipides, et 62,65 mg/100 d’acides aminés 

libres et de 3,40g/100 de l’éthanol. On trouve aussi   des éléments essentiels comme le magnésium 

le zinc et le phosphore (Ezeagu et al., 2003).  Il contient également  des polyphénols, acides gras a 

chaine courtes, du potassium  du Fer ainsi que des acides organiques tels que  l’acide lactique,  

acétique et les esters qui influencent son goût  (Oluwole et al., 2023). Son pH varie entre 4,5 et 6 

(Chandrasekhar et al., 2012). 

IV.2. Composition microbiologique 

 La flore microbienne du legmi fermentée constitue majoritairement de levures, de bactéries 

lactiques et de bactéries acétiques. Parmi les levures, les 2 espèces les plus dominantes sont 

Saccharomyces cerevisiae et Schizosaccharomyce spombe (Odunfa et Oyewole, 1998). Tandis 

que, Kloeckera, Pichia, Candida et Endomycopsis sont moins présentés. Quant aux bactéries, le vin 

de palme contient également des espèces appartiennent à divers genres tels que Acetobacter, 

Sarcina, Streptococcus, Leuconostoc, Bacillus, Zymomonas, Brevibacterium, Micrococcus, 

Serratia, Corynebacterium , Pediococcus et Klebsiella et le groupe de Lactobacilles  (Okafor, 

1978) .  

IV.3.  Méthode de récolte de sève de palmier 

 La sève de palmier est  obtenue à partir de l’arbre grâce à  un processus appelé Gemmage 

(Tapping ) permettant l’écoulement de la sève (Atputharajah et al., 1986). On distingue deux 

méthodes de récolte de la sève du palmier, la 1ère est la méthode non-destructive, en incisant la zone 

située juste au-dessus de l’inflorescence, elle implique de grimper au sommet du palmier pour 

couper l’extrémité de l’inflorescence, permettant ainsi à la sève de s’écouler progressivement sans 

abattre l’arbre (Santiago-Urbina et al., 2014), tandis que la 2ème méthode est destructive, elle 

consiste à perforer le méristème apical du palmier abattu, afin de récolter la sève dans un récipient  

(Djeni et al., 2020).
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 Ce travail a été réalisé à l’université de Béjaïa au sein du laboratoire de biotechnologie, durant 

la période allant du 17 février 2025 au 3 juin 2025. 

 Le principal objectif de cette étude est la recherche de nouvelles souches de levures à 

potentiel probiotique. 

I. Prélèvement et isolement de levures 

 L’isolement des souches de levures a été réalisé à partir de 5 échantillons, répartis en trois 

échantillons de lait maternel et deux échantillons de legmi (vin de palme). 

 Les trois échantillons de lait maternel ont été récupérés à partir de trois femmes différentes, 

l’un provient d’une mère allaitant un nourrisson de six mois codé (Er3), tandis que les deux autres 

proviennent de mères allaitant des enfants âgés de deux ans codés (L2 et F1). Les prélèvements ont 

été réalisés dans des conditions stériles. Les échantillons de legmi, quant à eux, ont été collectés par 

notre promoteur dans une palmeraie de la région d’Oued Souf. Ils ont été transportés dans une 

glacière jusqu’à Béjaïa, puis conservés au réfrigérateur à 4 °C pendant une durée de 15 jours avant 

d’être soumis à l’isolement. Ces échantillons ont été codés respectivement VPA et VPB. 

  Les levures ont été isolées à partir de trois échantillons de lait maternel. Pour chaque 

échantillon, 100 µL ont été ensemencés en surface sur gélose Sabouraud additionnée de 

chloramphénicol (Equiprolab, Algérie) à l’aide d’un râteau étaleur stérile. En parallèle, 200 µL de 

chaque échantillon ont été ensemencés en masse dans le même milieu, puis les boîtes de Petri ont 

été incubées à 37 °C pendant 48 h. 

 Également un volume d’un millilitre a été prélevé à partir des échantillons VPA et VPB de 

legmi, puis transféré dans 9 millilitres d’eau physiologique stérile, homogénéisé à l’aide d’un 

vortex, ensuite une série de dilutions décimales successives, allant de 10⁻¹ à 10⁻³, ont été réalisées. 

Pour chaque dilution, 100 µL ont été ensemencés en surface sur milieu Sabouraud additionné de 

chloramphénicol, et les boîtes de Petri ont été incubées à 37 °C pendant 48 h. 

II. Sélection et purification des isolats 

 La sélection des colonies de levures a été effectuée par une observation macroscopique, en 

retenant celles présentant des variations morphologiques distinctes en termes de taille, de forme, 

d’aspect et de couleur, suivi d’une coloration au bleu de méthylène et d’une observation des cellules 

sous microscope optique à un grossissement G ×100. 

 Les colonies de levures présélectionnées ont été transférées dans des tubes Eppendorf 

contenant 1 mL de bouillon nutritif (BN), puis incubées à 37 °C pendant 24 h. Après incubation, un 

prélèvement de chaque culture a été réalisé et ensemencé par stries sur milieu Sabouraud additionné 
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de chloramphénicol, les boîtes de Petri ont ensuite été incubées à 37 °C pendant 48 heures. Pour 

s’assurer de l’obtention d’isolats purs, plusieurs repiquages successifs ont été effectués (bouillon 

↔gélose) et la pureté a été vérifiée par une coloration simple au bleu de méthylène, suivie d'une 

observation microscopique. 

 Les isolats purifiés ont été ensemencés dans des tubes Falcon contenant 10 mL de BN (gélose 

↔ bouillon) au bout de 24h d’incubation à 37°C, les isolats sont ensuite conservés au réfrigérateur à 

4°C.  

III. Criblage et évaluation du potentiel probiotique 

III.1. Revivification des isolats 

 À partir des cultures conservées à 4 °C, un prélèvement a été effectué et ensemencé dans des 

tubes Eppendorf contenant 1 mL de bouillon nutritif (BN), puis incubé pendant 24 h à 37 °C afin de 

réactiver les cellules. Après incubation, un nouveau prélèvement a été réalisé et ensemencé en stries 

sur un milieu Sabouraud. Les boîtes de Petri ont ensuite été incubées à 37 °C pendant 48 h. 

III.2. Critères d’innocuité  

III.2.1. Test de filamentation  

 Ce test permet une identification rapide de l’espèce Candida albicans, caractérisée par sa 

capacité à former des structures filamenteuses appelées tubes germinatifs. Ce test a été réalisé selon 

la méthode décrite par Koneman et al. (2006) et Larone (2011), avec quelques modifications. 

 Une colonie fraîche a été prélevée et suspendue dans un tube Eppendorf stérile contenant 1 

mL de sérum sanguin humain. La suspension a été bien homogénéisée à l’aide d’un vortex, puis 

incubée à 37 °C pendant 3 h. Après incubation. Un prélèvement à l'état frais a été préparé en 

déposant une goutte de la suspension sur une lame suivie du lugol. Ensuite, la lame a été recouverte 

d’une lamelle, et l’observation microscopique a été effectuée à un grossissement ×40. 

 Le test est considéré comme positif si on observe des tubes germinatifs émergeant 

directement de la cellule mère, sans constriction à la base, ce qui est caractéristique de Candida 

albicans.  

III.2.2. Test d’hémolyse  

 L’activité hémolytique des isolats de levures a été déterminée par la méthode décrite par  

Fernández-Pacheco et al. (2021). Pour ce faire, des cultures de 18 h des isolats ont été préparées. 
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Ensuite, 5µL de ces cultures ont été déposées en spots sur des boîtes contenant la gélose Columbia 

(Equiprolab, Algérie) additionnée de 5% (v/v) du sang humain (O+). Un contrôle positif (T+) a été 

réalisé en utilisant la souche de référence Staphylococcus aureus ATCC 25933, et puis les boîtes de 

Petri ont été incubées à 37°C pendant 24h à 48h. Après incubation, l’apparition d’une zone claire 

autour du spot indique une hémolyse β, une zone verdâtre correspond à une hémolyse α, tandis que 

l’absence de zone traduit une hémolyse γ. 

IV. Critères technologiques  

IV.1. Test d’activité amylolytique 

 L’activité amylolytique des isolats de levures a été évaluée selon la méthode décrite par 

Silaban et al. (2020) avec quelques modifications, des cultures de 18 h ont été préparées dans du 

bouillon Sabouraud. Un volume de 5 µL de chaque culture a été déposé en spot sur un milieu à base 

de gélose nutritive additionné de 2% de l’amidon. Les boîtes de Pétri ont été incubées à 37 °C 

pendant 7 jours. Après incubation, les boîtes ont été recouvertes d’une solution de lugol afin de 

révéler la présence d’amidon non dégradé. La formation d’un halo clair autour des colonies 

témoigne d’une activité amylolytique, indiquant la dégradation de l’amidon par les enzymes 

produites par les levures. 

IV.2. Test d’activité protéolytique 

 Pour évaluer la capacité des isolats de levure à dégrader les protéines, notamment la caséine 

du lait, un test d’activité protéolytique décrit par de Albuquerque et al. (2018) a été réalisé sur une 

gélose nutritive additionnée de 20% d’un lait écrémé. Après avoir préparé une culture de 18h des 

isolats, un volume de 5 µL de chaque culture a été ajouté sous forme d’un spot sur la gélose suivi 

d’une incubation à 37°C et une lecture est effectuée après 24 et 48h. La présence d’une activité 

protéolytique est confirmée par la présence d’un halo clair autour du spot. 

V. Propriétés du surfaces 

V.1. Test d’autoagrégation 

 Ce test a été réalisé selon la méthode décrite par Kos et al. (2003) avec quelques 

modifications. Des cultures de 18h ont été réalisées, à partir desquelles les cellules des isolats ont 

été récupérées par centrifugeuse (centurioniscientificK3, USA) à 4000 g pendant 10 min à 4°C. 

Ensuite, le culot cellulaire a été lavé une fois avec 1 mL d’eau physiologique, puis remis en 

suspension dans 9 mL de la même solution suivie d’une homogénéisation à l’aide d’un vortex. 1 mL 
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de chaque suspension a été prélevé, et l’absorbance initiale (A0) a été mesurée à 630 nm à l’aide 

d’un spectrophotomètre (BIOTECH ENGINEERING, UK). Au final, l’autoagrégation a ensuite été 

déterminée après 2 h et 4 h d’incubation à 37 °C, le pourcentage d'autoagrégation a été calculé selon 

l'équation suivante : 

Auto agrégation (%) = 1 – 
𝐴𝑡

𝐴0
×100 

At : absorbance à temps 2h, 4h 

A0 : l’absorbance à temps 0h 

V.2. Test d’hydrophobicité 

 L’hydrophobicité des isolats de levures a été évaluée selon le protocole de Rosenberg et al. 

(1980). Une culture de 18 h a été préparée, puis centrifugée à 4000 g pendant 10 minutes à 4 °C. Le 

culot cellulaire obtenu a été lavé avec 1 mL d’eau physiologique, puis resuspendu dans 4 mL de la 

même solution. La suspension a été homogénéisée, puis 1 mL a été prélevé pour mesurer la densité 

optique initiale à 630 nm (temps 0 h). Ensuite, 1 mL de xylène a été ajouté aux 3 mL restants de la 

suspension, et le mélange a été vortexé pendant 1 minute et 30 secondes. Une incubation à 37 °C a 

été réalisée pendant 15 minutes, suivie d’une nouvelle mesure de la densité optique de la phase 

aqueuse. La formule suivante a ensuite été utilisée pour calculer le pourcentage d’hydrophobicité. 

Hydrophobicité (%) = 1 – 
𝐴𝑡

𝐴0
×100 

V.3. Test d’adhésion et formation de biofilm 

 Un test d’adhésion sur microplaque en polystyrène à 96 puits a été réalisé afin d’évaluer la 

capacité des isolats de levures à adhérer et à former un biofilm, selon la méthode décrite par 

O’Toole et Kolter (1998), avec quelques modifications. Une culture de levure de 18 h a été 

transférée dans chaque puits à raison de 50 µL, complétée par 150 µL de bouillon Sabouraud. Les 

puits témoins ont été remplis uniquement avec 200 µL de ce même bouillon. La microplaque a 

ensuite été incubée à 37 °C pendant 24 h. Après incubation, les puits ont été vidés et lavés deux fois 

avec 200 µL d’eau physiologique stérile afin d’éliminer les cellules non adhérentes. Les cellules 

restantes ont été mis en contact pendant 15 minutes avec 200 µL d’éthanol à 96 % dans le but de les 

fixer. Les puits ont ensuite été colorés avec 100 µL de cristal violet à 0,1 %, sous agitation (150 

rpm) pendant 20 minutes à température ambiante (20–25 °C), suivie de deux lavages avec 200 µL 

d’eau physiologique. Enfin, 200 µL d’éthanol à 96 % ont été ajoutés pour solubiliser le colorant, et 

l’absorbance a été mesurée à 630 nm à l’aide d’un lecteur de microplaque (BioTek, USA). 

L’absorbance des puits non ensemencés (Ac) a été utilisée comme témoin négatif. 

Selon Stepanović et al. (2000) les isolats de levures ont été devisés en 4 résultats possibles : 
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A ≤ Ac, non adhérant (-) 

4Ac ≥ A ≥ 2Ac, faiblement adhérant (+) 

4Ac ≥ A ≥ 2Ac modérément adhérant (++) 

A > 4Ac fortement adhérant (+++) 

VI. Activité antimicrobienne 

VI.1. Standardisation des souches cibles 

 Les souches cibles d’Escherichia coli ATCC 25922, Staphylococcus aureus ATCC 25933, 

Candida albicans ATCC 10231 ont été cultivées dans 10 mL de BN et incubées à 37°C pendant 

18h. Après incubation, une série de dilutions décimales a été réalisée dans 9 mL d’eau 

physiologique à 0,9% et la densité optique des souches cibles a été mesurée à 630 nm par 

spectrophotomètre et ajustée à une charge de 10⁷ UFC/mL. 

VI.2. Test des spots 

 L’activité antimicrobienne de 40 isolats de levures a été testée contre trois souches 

pathogènes de référence : Escherichia coli, Staphylococcus aureus et Candida albicans, selon la 

méthode des spots décrite par Ceugniez et al. (2017), avec quelques modifications. Une culture de 

18 h des trois microorganismes cibles (E.coli, S.aureus et C.albicans) a été réalisée dans 10 mL BN. 

Simultanément, 1 mL de bouillon Sabouraud a été mis en contact avec une colonie de la même 

taille de chacun des 40 isolats de levures dans des Eppendorf, pour une incubation de 18 h. Les 

cultures des cibles ont été diluées de manière à obtenir une concentration finale comprise entre 10⁶ 

et 10⁷ UFC/mL et ensemencées sur gélose Muller-Hinton. Ensuite, 5 µL de chaque culture de levure 

ont été déposés en spot sur les milieux ensemencés, puis les boîtes ont été incubées à 37 °C pendant 

24 heures. L’activité antimicrobienne a été évaluée après incubation : elle est considérée positive en 

cas d’apparition d’une zone d’inhibition autour des spots. 

VI.3. Test des puits 

 Le test des puits a été réalisé selon la méthode décrite par Staniszewski et Kordowska-

Wiater, (2024), avec quelques modifications, afin d’évaluer la capacité des isolats de levures à 

inhiber la croissance des souches cibles : Escherichia coli ATCC 25922, Staphylococcus aureus 

ATCC 25923 et Candida albicans ATCC 10231. Des cultures de 18 h et de 48 h des isolats de 

levures ont été préparées dans des tubes Eppendorf contenant 1 mL de bouillon Sabouraud. Les 

souches cibles ont été standardisées dans du bouillon nutritif à une concentration comprise entre 10⁶ 

et 10⁷ UFC/mL, puis ensemencées en surface sur des géloses Mueller-Hinton. Des puits ont ensuite 
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été creusés dans la gélose. Chaque puit a été rempli avec 50 µL de la suspension de levures préparée 

précédemment. Les boîtes ont été incubées à 37 °C pendant 24 h. L’activité antimicrobienne a été 

évaluée par l’observation de zones d’inhibition autour des puits. 

 Afin d’étudier l’effet antimicrobien des cellules mortes, les isolats de levures ont été cultivés 

pendant 48 heures dans des tubes Eppendorf contenant 1 mL de bouillon Sabouraud. Après 

incubation, les cultures de levures ont été centrifugées à 14 000 rpm pendant 10 minutes à 

température ambiante pour récupérer les culots cellulaires, qui ont ensuite été lavés à l’eau 

physiologique et séchés à 50 °C. Le culot sec a été resuspendu dans de l’eau physiologique. Cette 

suspension a ensuite été divisée en deux fractions : l’une a été chauffée à 80 °C pendant 15 minutes, 

tandis que l’autre a été laissée à température ambiante. L’activité antimicrobienne de chaque 

fraction a été testée à l’aide du test des puits, en déposant 50 µL par puits. 

VI.4. Activité antimicrobienne sur microplaque à 96 puits 

 L’activité antimicrobienne des isolats de levures en microplaque a été évaluée selon la 

méthode décrite par Ait Ouali et al. (2014), avec quelques modifications. Les isolats de levures ont 

été cultivés pendant 48 heures dans du bouillon Sabouraud, puis le surnageant a été récupéré par 

centrifugation à 14 000 rpm pendant 10 minutes à température ambiante. Parallèlement, des cultures 

de 18 h des souches cibles (Escherichia coli, Staphylococcus aureus et Candida albicans) ont été 

ajustés à une charge finale équivalente à 10⁶ UFC/mL. Pour le test, 70 µL de surnageant de levure et 

30 µL de suspension de la souche cible ont été ajoutés à chaque puits d’une microplaque 96 puits, 

préalablement remplis avec 100 µL du bouillon trypticase soja (TSB). Des contrôles positifs (30 µL 

de souche cible + 100 µL de TSB + 70 µL de bouillon Sabouraud) et des contrôles négatifs (200 µL 

de TSB seul) ont été inclus. Les microplaques ont ensuite été incubées à 37 °C pendant 24 h. Après 

incubation, la croissance des souches cibles a été évaluée par observation visuelle et par mesure de 

l’absorbance à 630 nm à l’aide d’un lecteur de microplaque (BioTek, USA). Une diminution de la 

turbidité par rapport au contrôle positif indiquait une activité antimicrobienne du surnageant testé. 

VII. Sélection des candidats à potentiel probiotique parmi les isolats de levures 

étudiés 

 Les résultats enregistrés pour le test d’innocuité, propriété de surface, activité antimicrobienne 

ont été utilisés pour la sélection des meilleurs candidats probiotiques pour la suite des tests à l’aide 

de l’analyse en composante principale (ACP) en utilisant le logiciel FactoMineR. L'analyse en 

composantes principales a été effectuée à l'aide de la version R 3.5.2 (www.r-project.org, R 

foundation for statistical computing). 
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VIII. Activité antioxydante 

VIII.1. Préparation des cellules intactes  

 Des cultures de 48 heures d’isolats de levures ont été préparées dans des tubes Eppendorf 

contenant 1 mL de bouillon Sabouraud. Le culot cellulaire a été récupéré par centrifugation à 14 

000 rpm pendant 10 minutes à température ambiante, puis lavé une fois avec 1 mL de solution 

physiologique stérile à 0,9 %. Les cellules ont ensuite été resuspendues dans 1 mL d’eau distillée 

stérile et homogénéisées à l’aide d’un vortex. 

VIII.2. Test de réduction de fer (FRAP) 

 Le test FRAP a été réalisé selon la méthode décrite par Benzie et Strain, (1999). Un volume 

de 50 µL de suspension cellulaire a été mélangé avec 950 µL de la solution FRAP, composée 

d’acétate de sodium (300 mM, pH 3,6), de TPTZ (10 mM) et de chlorure ferrique (FeCl₃•6H₂O, 

20 mM), dans un rapport volumique de 10:1:1 (v/v/v). Le mélange réactionnel a été incubé à 37 °C 

pendant 30 minutes à l’obscurité, puis centrifugé à 14 000 rpm pendant 1 minute à température 

ambiante. Un blanc a été préparé avec 50 µL d’eau distillée et 950 µL de solution FRAP. 

 L’absorbance des échantillons et du blanc a été mesurée à 593 nm. Les résultats ont été 

exprimés en microgrammes d’équivalent Trolox par millilitre d’extrait (µg TE/mL), en se basant sur 

une courbe standard de Trolox définie par l’équation suivante : y = 10,276x + 0,005 (R² = 0,9998), 

où y représente l’absorbance et x la concentration en µg/mL. 

VIII.3. Test du réduction de radical libre ( ABTS)  

 Pour évaluer le pouvoir antioxydant des isolats de levures, un test de piégeage du radical 

ABTS•⁺ a été réalisé selon la méthode décrite par Re et al.(1999), avec quelques modifications. La 

solution d’ABTS•⁺ a été préparée en mélangeant du réactif ABTS (7 mM) avec une solution de 

persulfate de potassium (2,4 mM) dans un rapport volumique de 1:1 (v/v). Le mélange a été agité 

puis incubé à l’obscurité pendant 12 à 16 heures à température ambiante. La solution ainsi obtenue 

a ensuite été diluée avec de l’éthanol pour atteindre une absorbance de 0,700 ± 0,001 à 734 nm. 

Pour le test, 1 mL de cette solution a été ajoutée à 100 µL d’une culture de 48 h de chaque isolat de 

levure (n° 4, 12, 26 et 29), avec trois répétitions par souche. Le mélange a été incubé à l’obscurité 

pendant 7 minutes. Trois tubes contenant 100 µL d’eau distillée et 1 mL de solution ABTS ont été 

utilisés comme témoins, tandis qu’un blanc a été préparé avec 100 µL d’eau distillée et 1 mL 
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d’éthanol. L’absorbance finale a été mesurée à 734 nm. Le pouvoir antioxydant a été exprimé en 

pourcentage d’inhibition du radical ABTS•⁺ selon la formule suivante :  
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Activité inhibitrice d’ABTS (%) =
(absorbance du témoin − absorbance de l′échantillon)

absorbance du témoin
 ×100 

VIII.4. Test d’inhibition d’oxyde nitrique (NO) 

 L’évaluation de l’activité antioxydante a été réalisée selon la méthode décrite par Lopez et al. 

(2012). Pour le test, Un volume de 450 µL de la suspension des isolats a été mélangé avec 450 µL 

de solution SNP (6 mg/mL) dans un tampon phosphate (KH2PO4) à 100 mM, pH 7), homogénéisé 

et incubé pendant 60 min à température ambiante sous lumière. Apres l’incubation, 450 µL de la 

solution de Griess a été rajouté au mélange, vortexer et laisser 10 mn à l’obscurité a une 

température ambiante. Ensuite le mélange obtenu a été centrifugé à 14 000 rpm pendant 1 mn à 

température ambiante, un control (450µL l’eau distillée +450µL SNP +450µL Griess), un blanc 

(450µL l’eau distillée +450 µL SNP +450µL acide phosphorique) et un blanc d’échantillon (450µL 

extrait +450µL SNP +450µL tampon) ont été inclus, l’absorbance a été mesurée à 562 nm et le 

pourcentage de piégeage a été calculé selon la formule suivante : 

Activité inhibitrice (%) =
(absorbance du contrôle − absorbance de l′échantillon)

absorbance du contrôle 
 ×100 

IX. Activité inhibitrice de l’α amylase  

 L’activité inhibitrice des isolats de levures vis-à-vis de l’enzyme α-amylase a été évaluée 

selon la méthode décrite par Miller (1959), avec quelques modifications. Quatre isolats de levures 

ont été testés, chacun avec cinq répétitions, accompagnés de deux blancs échantillons par isolat. Un 

témoin négatif (sans inhibiteur) a également été inclus avec cinq répétitions et deux blancs. Un 

contrôle positif a été réalisé à l’aide de l’acarbose 1% (m/v), également avec cinq répétitions et deux 

blancs. Pour chaque test, 200 µL de l’extrait de levure ont été mélangés avec 200 µL d’une solution 

d’amidon à 1 % (m/v) (préparée à raison de 0,25 g d’amidon dissous dans 25 mL de tampon 

phosphate). Le mélange a été incubé à 37 °C pendant 10 minutes. Ensuite, 200 µL d’une solution 

d’α-amylase (10 mg/mL dans le même tampon) ont été ajoutés à tous les tubes, à l’exception des 

blancs où 200 µL de tampon phosphate ont été ajoutés. Une seconde incubation de 10 minutes à 

37 °C a ensuite été réalisée.  

 Après incubation, 400 µL de réactif DNS (3,5-dinitrosalicylique) ont été ajoutés dans chaque 

tube. Les tubes ont été placés dans un bain-marie à 100 °C pendant 5 minutes, puis laissés à 

refroidir à température ambiante. Après refroidissement, les mélanges ont été centrifugés à 

14 000 rpm pendant 1 minute. Le surnageant a ensuite été dilué avec 800 µL d’eau distillée. 

L’absorbance a été mesurée à 540nm et les résultats ont été exprimés en pourcentage selon la 

formule suivante : 
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Activité inhibitrice (%) =
(absorbance du contrôle − absorbance de l′échantillon)

absorbance du contrôle 
 ×100 
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I. Isolement de levures  

 Après observation macroscopique et microscopique, au total ,40 isolats ont été obtenus à 

partir de deux échantillons, le lait maternel et legmi (vin de palm) sur la gélose Sabouraud 

additionnée de chloramphénicol. Parmi ces isolats, sept ont été obtenu à partir d’échantillon lait 

maternel (ER3) tandis que les deux autres (L2 et F1) n’ont présenté aucune croissance ni en surface 

ni en masse, comme illustré dans la figure 1, concernant le legmi 16 isolats ont été obtenus à partir 

d’échantillon VPA et 17 isolats à partir d’échantillon VPB, au totale 33 isolats. 

 Les résultats obtenus indiquent une diversité fongique plus élevée dans le légmi, 

probablement liée à sa nature fermentée et à sa richesse en sucres, favorisant ainsi la prolifération 

des levures (Ege et al., 2023). Par ailleurs, la présence de levures dans le lait maternel concorde 

avec les résultats rapportés par Boix-Amorós et al. (2019), qui ont confirmé la présence de levures 

dans le lait maternel grâce à diverses techniques, incluant microscopie, culture, qPCR et séquençage 

haut débit du gène 28S de l’ARN ribosomique. En revanche, l’absence des levures dans certains 

échantillons de lait maternel  peut s’expliquer par l'influence du stade de lactation sur la diversité et 

la richesse microbienne (Wan et al., 2020). De nombreuses espèces fongiques peuvent ne pas être 

détectées par les méthodes de culture standard. De plus, les levures sont présents en beaucoup plus 

faible quantité en comparaison aux bactéries (Boix-Amorós et al., 2017) et peuvent êtres 

influencées par l’environnement telles que la saison, des facteurs maternels comme l’atopie et 

l’exposition précoce aux antibiotiques (Moossavi et al., 2020). De plus, la présence de lactoferrine 

du lait maternel qui possède des effets antifongiques (Zarban et al., 2009) et cet effet inhibiteur 

peut être fongistatique plutôt que fongicide selon Mete et Andıran, (2016). 

 

Figure 1. Aspect macroscopique des levures dans les échantillons de lait maternel. (A): échantillon ER3 en 

surface, (B) : échantillon ER3 en masse, (C) : échantillon F1 en masse, (D) : échantillon L2 en surface.  
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II. Critère d’innocuité  

II.1. Test d’activité hémolytique  

 Pour évaluer le caractère hémolytique, les 40 isolats de levures ont été testé sur une gélose 

Columbia (Equiprolab, Algérie) additionnée de 5% (v/v) du sang humain (O+). Après incubation 

aucune activité hémolytique n’a été détectée. L’absence d’un halo clair et vert autour des spots 

indique une hémolyse de type γ, ce qu’est une condition primordiale sur la sureté des isolats et 

l’absence de pathogénicité (FAO/WHO, 2002). En revanche, une zone claire autour du spot du 

contrôle positif Staphylococcus aureus ATCC 25923 a été observée, indiquant une activité 

hémolytique de type β, cela peut s’expliquer par la capacité de Staphylococcus aureus à produire et 

à sécréter de plusieurs hémolysines (la bêta-hémolysine) qui sont particulièrement connues pour 

leur capacité à lyser les globules rouges, et par la production des modulateurs solubles, phénoliques 

(PSMs) et cytotoxiques (Ridder et al., 2021). 

 Par ailleurs, une observation complémentaire a révélé une différence de croissance entre les 

isolats issus du legmi et ceux provenant du lait maternel, seuls les isolats de levure d’origine lactée 

(isolats 1, 2, 3, 4, 21, 22 et 23) ont montré une croissance, tandis que les autres n’ont présenté 

aucune croissance comme illustré dans la figure 2. Cela pourrait s’expliquer par la présence 

naturelle des levures dans le lait maternel (Boix-Amorós et al., 2019), l’absorption des acides 

aminés à partir du sang artériel de la femelle allaitante constitue la source principale des protéines et 

des métabolites azotés bioactifs présents dans le lait. La formation de polypeptides à partir des AA 

est régulée non seulement par les hormones et par le débit sanguin à travers la glande mammaire en 

lactation, mais aussi par les concentrations en AA, lipides, glucose, vitamines et minéraux dans le 

plasma maternel (Rezaei et al., 2016). Ces résultats pourraient suggérer que les nutriments présents 

dans le lait maternel proviennent de sang maternel sont reconnus par les levures. 

 Des conclusions similaires ont été rapportés par Mogmenga et al. (2023) qui ont trouvé une 

absence d’activité hémolytique chez les levures isolées à partir d’une bière traditionnelle 

fermentée  (Rabilé) produit en  Burkina Faso, les mêmes résultats ont été rapporté par Kanak et 

Öztürk Yılmaz, (2025) qui ont isolé des levures probiotiques à partir des produits laitiers tels que 

le kéfir, yaourt et le fromage, qui ont montré l’absence de l’activité hémolytique chez les isolats. 

Également Bitew et al. (2024) ont montré l’absence d’activité hémolytique des levures isolées à 

partir d’une boisson fermentée traditionnelle éthiopienne, ce qui constitue un critère important de 

sécurité dans la sélection de souches à potentiel probiotique.  



Résultats et discussion  

20 

 

Figure 2 . Résultats du test d’hémolyse des isolats de levures ; boite (A) : isolats n° (1, 2, 3, 4) issues de lait 

maternel, n°5 isolat issu de legmi, boite (B) : boité A inversé ; boite (C) : contrôle positif Staphylococcus 

aureus ATCC 25923. 

II.2. Test de filamentation 

 Le test de filamentation a été réalisé sur les 40 isolats de levures afin de déterminer 

l’appartenance à l’espèce Candida albicans, qui est une levure pathogène opportuniste responsable 

d'infections sanguines et tissulaires. En situation de stress, elle subit un processus de filamentation, 

passant de la forme de levure commensale à celle d’hyphes virulentes, la libération de la toxine 

peptidique candidalysine et la formation de biofilms adhérents contribuent à la pathogénicité de 

l’espèce (Tosiano et al., 2025). Ce changement morphologique est déclenché par des signaux de 

l’environnement humain, tels que la température à 37 °C, la présence de sérum, le CO₂, l’O₂ et un 

pH neutre (Sudbery, 2011). 

 Parmi les 40 isolats testés, seuls les isolats numérotés 5, 7 et 11, issus du legmi, ont présenté 

une capacité de formation de tubes germinatifs comme illustré dans la figure 3, suggérant un 

potentiel de pouvoir pathogène. Ces résultats sont cohérents avec ceux rapportés par Egue et al. 

(2018), qui ont également identifié Candida albicans dans des boissons fermentées traditionnelles 

telles que le vin de palme et le tchapalo (bière de sorgho). En revanche, l'absence de Candida 

albicans dans les échantillons de lait maternel pourrait s’expliquer par la richesse de ce dernier en 

facteurs antimicrobiens. En particulier, la lactoferrine qui est connue par sa capacité à inhiber la 

croissance de Candida albicans (Morrill et al., 2003). 

 

Figure 3. Image optique a grossissement ×40 de l’aspect cellulaire des isolats 5 7 et 11 après incubation 3 

heures dans du sérum humain. (A) : isolats 7, (B) : isolats11 ; (C) : isolats 5  
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III. Critères technologiques 

III.1. Test d’activité amylolytique  

 Les α-amylases sont des enzymes qui catalysent l’hydrolyse des liaisons α-1,4-glycosidiques 

internes de l’amidon, produisant des composés de faible poids moléculaire tels que le glucose, le 

maltose et le maltotriose (de Souza et de Oliveira Magalhães, 2010). Les résultats obtenus pour ce 

test réalisé sur une gélose nutritive additionnée de 2% d’amidon montrent une absence totale des 

halos de clarification autour des spots après incubation et coloration au lugol, ce qui indique 

l’absence de l’activité amylolytique chez les 40 isolats. Selon Sukmawati et al., (2020), l’absence 

de zones claires est liée à la réaction de l’iode avec l’amidon non hydrolysé restant dans le milieu, 

traduisant l’incapacité des isolats à dégrader l’amidon. Cette absence d’activité peut s’expliquer par 

l’absence des gènes codant pour l’amylase ou par une inhibition génique induite par la présence de 

glucose dans le milieu (Silaban et al., 2020). Par ailleurs, ces résultats diffèrent de ceux rapportés 

par Chidimma Osilo et al. (2023), qui ont observé une activité amylolytique significative chez 

certaines levures indigènes isolées du vin de palme provenant du palmier à huile.  

 Par ailleurs, l'absence d’activité amylolytique chez les isolats étudiés pourrait présenter un 

intérêt nutritionnel potentiel, notamment pour les personnes atteintes d’hyperglycémie ou à risque 

de diabète de type 2. En effet, selon Knez et al. (2023), l’enzyme α-amylase joue un rôle clé dans la 

dégradation de l’amidon en sucres simples rapidement absorbables, favorisant ainsi une élévation 

rapide de la glycémie postprandiale. 

III.2. Test d’activité protéolytique  

 Les 40 isolats de levures ensemencées sur milieu GNO additionnée de lait écrémé liquide 

n'ont montré aucune activité protéolytique, ce qui traduit par l'absence d'un halo clair autour des 

spots. Ces résultats sont contradictoires à ceux observés par Moradi et al. (2018), qui ont mis en 

évidence des souches de Sacharomyces et Kluveromyces isolées à partir des fruits sucrés et produits 

laitiers, présentant des zones claires autour des colonies, indiquant une activité. Par contre, une 

autre étude menée par (wang et al., 2024) ont montré l'absence de l'activité protéolytique chez les 

15 isolats de levures issues d'une boisson fermentée (kombucha). 

 L'absence de l'activité chez nos isolats est un bon signe de sécurité car elle exprime un faible 

potentiel de dégradation des protéines de l'hôte. Selon Fernández-Pacheco et al. (2021), la 

production des protéases à forte concentration peut augmenter la capacité de certains 

microorganismes à coloniser et à pénétrer les tissus de l'hôte, entraînant ainsi des lésions tissulaires 

par rupture des membranes des cellules épithéliales.   
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IV. Propriété de surface  

IV.1. Test d’autoagrégation et hydrophobicité  

 L’adhésion cellulaire est une caractéristique importante des probiotiques, elle est souvent 

évaluée en combinant l’hydrophobicité de la surface et l’autoagrégation (Hariwal, 2024). Trois 

phénotypes d’autoagrégation ont été identifiés : les souches fortement autoagrégatives Agg+, qui 

s’agrègent immédiatement en formant un précipité et laissant une solution claire ; les souches non 

autoagrégatives Agg−, qui produisent une turbidité constante ; et les souches mixtes Agg+/−, qui 

présentent à la fois un précipité et une turbidité persistante. De manière générale, la capacité 

d’agrégation est corrélée aux propriétés d’adhérence cellulaire, les souches probiotiques ayant 

tendance à présenter des niveaux d’autoagrégation plus élevés que les souches pathogènes 

(Balakrishna, 2013). Par ailleurs, selon Tchamani Piame et al. (2022), l’autoagrégation est 

considérée comme forte lorsque son pourcentage dépasse 80 %. Concernant l’hydrophobicité de 

surface, Fernández-Pacheco, Rosa et al. (2021) précisent que les levures hydrophobes sont 

capables de retenir le xylène, un composé apolaire, traduisant une faible absorbance. À l’inverse, les 

levures hydrophiles libèrent le xylène dans le milieu, ce qui se traduit par une absorbance élevée.  

 Les résultats illustrés dans la figure 4 montrent que le pourcentage d'autoagrégation des 

isolats de levures issus du lait maternel varie de 8,54 % à 47,6 % après 2 heures d'incubation, puis 

de 37,5 % à 50,22 % après 4 heures, indiquant une augmentation de la capacité d'autoagrégation 

avec le temps. Par ailleurs, les isolats présentent un taux d'hydrophobicité compris entre 52,2 % et 

88,64 %, indiquant une forte affinité pour les surfaces hydrophobes, ce qui peut favoriser leur 

adhésion aux cellules hôtes. Les isolats présentant de faibles valeurs d'hydrophobicité peuvent avoir 

une faible capacitée d'adhésion (Sourabh et al., 2012). Les résultats obtenus ont montré une 

variation des taux d'hydrophobicité entre les souches, probablement en raison de l'âge des micro-

organismes ou des protéines associées à la surface propres à chaque souche (Wang et al., 2024).   
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Figure 4.  Pourcentage d'autoagrégation et d’hydrophobicité des 7 isolats issus de lait maternel après 2 et 4 h 

d'incubation. 

 Pour les isolats issus de legmi le pourcentage d’autoagrégation de 31 isolats de levures varie 

de 11,09% à 66,8% après 2 heures d’incubation, puis de 13,09% à 69,96% après 4 heures, indiquant 

également une amélioration du pourcentage d’autoagrégation avec la période d’incubation. Par 

ailleurs, les isolats présentent un taux d’hydrophobicité compris entre 13,15% et 85,56%, indiquant 

une forte affinité pour les surfaces hydrophobes. Des conclusions similaires ont été rapportées par 

Bitew et al. (2024), qui ont observé des niveaux élevés d’autoagrégation (de 80,7 % à 86 %) et une 

hydrophobicité notable (de 61,3 % à 68,7 %) chez des isolats de levures issus de boissons 

fermentées traditionnelles éthiopiennes (le Tella et le Tej). Ces propriétés suggèrent un fort 

potentiel d’adhésion et de colonisation des muqueuses. Tandis que les deux isolats 30 et 32 ont 

présenté une réduction dans le pourcentage d’autoagrégation après 4h allant de 18,26% après 2h et à 

13 ,46% après 4h et de 63,84% à 46,93% après 4h, respectivement et un taux hydrophobicité 

significative de 43,13% et 79,22% respectivement, comme illustré dans les figures 5 et 6. Ces 

résultats ont été confirmés par des expériences répétées. Ce phénomène peut être justifié par le fait 

que la floculation représente un équilibre dynamique entre cellules floculées et libres, pouvant être 

perturbé par l’environnement. En effet, un pH bas ou l’agitation peuvent inhiber temporairement la 

floculation en affaiblissant les interactions cellule-cellule comme le décrivent (Stratford et al., 

1988).  
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Figure 5.  Pourcentage d'autoagrégation après 2 et 4 h d'incubation et d’hydrophobicité des 16 isolats issus 

de legmi VPA. 

 

Figure 6.  Pourcentage d'autoagrégation après 2 et 4 h d'incubation et d’hydrophobicité des 16 isolats issus 

de legmi VPB. 

IV.2. Test de formation de biofilm 

 Une évaluation précise de l’adhésivité est un critère nécessaire pour la sélection de nouvelles 

souches probiotiques Kizerwetter-Świda et Binek, (2006). Cette étude est basée sur la capacité des 

isolats de levures à adhérer et à former un biofilm. Selon la méthode de Stepanović et al.(2000) qui 

a classé les résultats obtenus en fonction de l’absorbance (A) et de l’absorbance de contrôle (AC), la 
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valeur de l’absorbance du témoin était de 0,08266. Les résultats obtenus montrent une forte 

capacitée d’adhésion de 38 isolats issus du lait maternel et du Legmi. Ces derniers ont été classés 

comme fortement adhérents (+++), avec des absorbances supérieures à celle du témoin, cette forte 

adhésion peut s'expliquer par le fait que les gènes d'adhésions sont activés par divers déclencheurs 

environnementaux tels que le changement de pH (Verstrepen et Klis, 2006), tandis que seuls deux 

isolats 21 et 23 ont été classés comme modérément adhérents (++), comme illustré dans la figure7. 

 La formation de biofilm dépend de plusieurs facteurs comme la disponibilité des nutriments, 

les variations de pH et la température (Speranza et al., 2020), nos résultats sont contradictoires 

avec les observations de Kanak et Öztürk Yılmaz (2025), qui ont évalué la capacité de former un 

biofilm des levures isolées à partir des produits laitiers. Contrairement à nos résultats, ils ont 

observé qu'aucun de ces isolats n'a montré une forte adhésion au biofilm, seul 13,04% des souches 

présentaient une adhésion modérée. 

 D'autres soulignent que la capacité des microorganismes à adhérer aux cellules épithéliales et 

aux surfaces muqueuses est un critère fondamental de la sélection des souches probiotiques 

Ogunremi et al. (2015). Et la capacité limitée des levures à former des biofilms est due à leur faible 

capacité de produire des exopolysaccharides (EPS), qui est ce dernier joue un rôle structurel dans le 

développement des biofilms microbiens (Sheppard et Howell, 2016). 

 

Figure 7. Adhésion des 40 isolats de levures sur microplaque à 96 puits en polystyrène mesurée à une DO de 

630nm ; (C) contrôle (bouillon TSB stérile).   
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V. Activité antimicrobienne 

V.1. Test de spots  

Il existe plusieurs mécanismes par lesquels les levures peuvent agir contre les bactéries 

pathogènes tels que la compétition pour les nutriments et l'espace, les variations de pH de 

l'environnement, la production de forte concentration d'éthanol et la libération des composés 

bioactifs tels que les mycocines (Pais et al., 2020). L'activité antimicrobienne des 40 isolats de 

levures issus de lait maternel et de legmi a été testée contre trois souches pathogènes de référence : 

Escherichia coli ATCC 25922, Staphylococcus aureus ATCC 25933 et Candida albicans ATCC 

10231. Après l’incubation, aucune zone d’inhibition n’a été détectée autour des spots, par contre 3 

cas de croissance ont été observés à partir de ce test : Le premier cas dans lequel la levure n’a pas 

pu croitre, le deuxième cas ou la cible et la levure ont poussé, et le dernier cas ou la levure a poussé 

mais la cible n’a pas poussé sur son spot comme illustré dans la figure 8. Cela explique une 

absence d’activité antimicrobienne contre ces trois cibles pathogènes. Contrairement aux résultats 

rapportés par Alkalbani et al. (2022) qui ont isolé des levures probiotiques à partir des produits 

laitiers alimentaires, présentant une forte activité antibactérienne contre les cibles pathogènes 

(Esherichia coli O157 :H7, Staphylococcus aureus). 

Figure 8. Croissance des isolats de levures et de la souche cible sur gélose Mueller Hinton  

V.2. Test des puits 

 Dans ce test, les 40 isolats ont été évalués pour leur activité antimicrobienne à l’égard des 

cibles testées précédemment. Les résultats ont révélé qu’aucun des isolats issus du lait maternel et 

du legmi n’a présenté d’effet antibactérien détectable, même lorsque les levures étaient inactivées 

(cellules mortes). Cela peut être dû à la technique utilisée, d’appris Hossain, (2024), le test de 

diffusion sur agar peut présenter des limites dans l’évaluation de l’efficacité de certains agents 
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antimicrobiens, en particulier ceux qui sont volatils ou thermolabiles ou taille de la zone 

d’inhibition et peut être influencée par des facteurs tels que la température, l’humidité et le pH, qui 

affectent la vitesse de diffusion du composé testé dans la gélose. Par ailleurs, les résultats de 

l’absence de l’activité antagoniste des isolats issus de vin de palme sont contrastés avec les 

observations de l’étude menée par Satyalakshmi et al. (2018), qui ont rapporté une activité 

antimicrobienne significative de souches de levures isolées du vin de palme, avec un diamètre de 

zone d’inhibition atteignant 26 mm contre Staphylococcus aureus. 

V.3. Test d’inhibition sur microplaque 96 puits  

 Parmi les 40 isolats analysés, 20 isolats ont montré une capacité à inhiber la croissance de la 

souche cible Candida albicans sur microplaque, dont 4 isolats issus du lait maternel et 16 isolats 

provenant du vin de palme. L’isolat n°4, issu du lait maternel, a présenté l’activité inhibitrice la plus 

élevée contre C. albicans, avec un taux d’inhibition atteignant 62 %, comme illustré dans la figure 

9. Concernant Staphylococcus aureus, un seul isolat, le n°26, a montré une activité antimicrobienne, 

avec un pourcentage d’inhibition de 56,37 %. Tandis qu’aucune activité inhibitrice n’a été observée 

contre Escherichia coli pour l’ensemble des isolats testés.  

 Le surnageant de culture contient les métabolites produits par les levures, qui peuvent avoir 

des propriétés antibactériennes (Rodríguez Machado et al., 2024), la présence d’effet 

antimicrobien contre C.albicans pourrait s’expliquer par la nature des composés antimicrobiens 

produits, notamment des protéines telles que les zymocines et les mycocines, qui sont généralement 

plus actives contre les levures (Tullio, 2024), la production des glycoprotéines ou des protéines 

extracellulaires capables d'inhiber les fonctions de la membrane cellulaire chez des levures 

pathogènes sensibles ou d'autres micro-organismes, la compétition pour les nutriments présents 

dans l’environnement et la production des caroténoïdes (Georgescu et al., 2024). 

 Dans notre étude, l’activité antimicrobienne n’a été détectée que par la méthode sur 

microplaque en milieu liquide, tandis que la technique des puits sur gélose n’a révélé aucune zone 

d’inhibition. Cette différence peut s’expliquer selon Sultanbawa et al. (2009) par la plus grande 

sensibilité de la méthode en milieu liquide, qui favorise une interaction optimale entre les 

substances testées (dans notre cas les surnageants) et les bactéries cibles contrairement à la 

technique des puits sur gélose où la diffusion limitée des composés peut masquer cette activité.  
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Figure 9. Pourcentage d’inhibition de Candida albicans ATCC 10231. (c) : Contrôle (C.albicans+ bouillon 

Sabouraud stérile) 

VI. Résultats de l’analyse en composant principal (ACP) des paramètres 

étudiés 

 Les résultats de l'ACP réalisée sur les 40 isolats de levures avec 14 variables montrent que les 

deux dimensions les plus représentatives sont Dim 1 (27,69 %) et Dim 2 (26,43 %) dans la variance 

totale soit un cumul de 54,53% indiquant une bonne projection des données dans le plan factoriel. 

Cette ACP a été construite à partir de plusieurs variables qui ont le plus contribué à la construction 

et à la projection des levures sur les deux dimensions sont : autoagrégation 2h, autoagrégation 4h, 

adhésion biofilm, l’hydrophobicité, spot S.aureus, spot C.albicans, pourcentage d’inhibition S 

aureus, pourcentage d’inhibition C.albicans, comme illustré dans le Tableau I (Annexe2). 

 La carte factorielle a mis en évidence une répartition structurée des isolats en quatre clusters. 

Le premier cluster est composé de 3 isolats, ce sont ceux qui ont les plus faibles scores. Le 2ème 

cluster regroupe la majorité des isolats qui partagent des capacités et des propriétés similaires. Le 

3ème cluster regroupe 7 isolats et concernant le dernier cluster, contient uniquement un seul isolat, ce 

qui signifie que ce dernier présente une ou plusieurs propriétés uniques comme illustré dans la 

figure 10. 

 Le résultat de ACP a permis de sélectionner quatre isolats (4 ; 12 ; 2 et 29) représentatifs de 

chaque cluster selon les résultats obtenus, qui peuvent être des candidats à potentiel probiotique.  
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Figure 10. Analyse en composante principale (ACP) basée sur les propriétés probiotiques des 40 isolats 

issus de lait maternel et de legmi réalisée sur FactoMineR. (A) Projection des 14 variables dans l’espace 

bidimensionnel de Dim 1 et Dim 2. 1). (B) Projection des 40 isolats dans l'espace bidimensionnel de Dim 1 

et Dim 2. 

VII. Propriétés probiotiques 

VII.1. Activité antioxydante 

 Le stress oxydatif résulte du déséquilibre entre la formation des radicaux libres et leur 

capacité de piégeage qui joue un rôle dans la cause plusieurs maladies comme les ulcères 

gastriques. Ces radicaux libres endommagent les tissus gastriques, les membranes et les 

macromolécules telles que les protéines, les lipides, les glucides et les acides nucléiques (Ermis et 

al., 2023). Les antioxydants sont connus pour leurs rôles de protéger la santé humaine contre les 

dommages causés par les radicaux libres (Escobar-Beiza et al., 2023). Les cellules de levure ont 

été rapportées dans plusieurs études grâce à leurs capacités antioxydantes naturelles ; les cellules de 

levure intactes présentaient une capacité antioxydante plus élevée que les extraits cellulaires. Une 

explication possible serait la teneur élevée en (1→3)-β-D-glucane et autres β-glucanes présents 

dans la paroi cellulaire des levures, ainsi que la présence d’enzymes antioxydantes telles que la 

catalase, la superoxyde dismutase et le glutathion peroxydase (Mogmenga et al., 2023). Gil-

Rodríguez et al. (2015) ont classé les levures en cinq groupes en fonction des pourcentages 

d’activité antioxydante : très faible (< 20 %), faible (20–30 %), bonne (30–40 %), très bonne (40–

50 %) et excellente (> 50 %). 

 À propos du test FRAP qui est basé sur le transfert d’électron (ET) des échantillons, l’activité 

antioxydante mesure la capacité des antioxydants à réduire le complexe ferrique (Fe³⁺) -TPTZ en un 

complexe ferreux (Fe²⁺) -TPTZ de couleur bleu intense. Dans un milieu acide, les résultats sont 
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exprimés en équivalents Fe²⁺ ou en comparaison à un antioxydant de référence, tel que le Trolox 

(Zhong et Shahidi, 2015). L’activité de réduction des cellules intactes des quatre isolats (n°4, 12, 

26 et 29) a révélé des capacités antioxydantes variables, exprimées en équivalents Trolox (µg/mL). 

L’isolat n°26 a montré la plus forte activité antioxydante avec une valeur de 2,676 µg ETrolox/mL. 

Les isolats n°4 (1,460 µg ETrolox/mL) et n°12 (1,427 µg ETrolox/mL) présentent des niveaux 

d’activité modérés, tandis que l’isolat n°29 affiches la plus faible capacité réductrice, avec 

seulement 1,216 µg ETrolox/mL (figure 11). Ces résultats contrastent avec ceux rapportés par 

Barache et al. (2024) qui ont observé une faible activité antioxydante chez des levures isolées à 

partir de fruits de grenades et de figues fraiches. 

Figure 11.Taux de piégeage du radical libre (FRAP) par les cellules intactes de 4 isolats (4 ; 12 ;26 ;29). 

 La capacité d’inhibition de la production de NO varie selon les isolats étudiés comme c’est 

illustré dans la figure 12. Parmi les quatre isolats, l’isolat n°4 se distingue par une activité 

inhibitrice élevée, atteignant 73,39 %. En comparaison aux autres isolats, dont les valeurs sont 

comprises 38,46 % et 44,30 %, indiquant une activité inhibitrice modérée, mais néanmoins 

importante. La forte activité d’inhibition pourrait être attribuée à la présence de vitamines C et E, 

ainsi qu’à des enzymes telles que le superoxyde dismutase, la catalase et la glutathion peroxydase. 

Ces composés sont reconnus pour leur rôle dans la protection contre les effets potentiellement 

nocifs du stress oxydatif (Xavier et al., 2011). La production de β-carotène, de torulène, de 

torularhodine et d’astaxanthine par les cellules de levure a un effet sur la réduction du stress 

oxydatif (Georgescu et al., 2024).  
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Figure 12 . Pourcentage d’inhibition de NO par les cellules intactes de 4isolats (4 ;12 ;26 ;29). 

 Le test de ABTS est utilisé pour évaluer le pouvoir antioxydant d’une substance in vitro, il 

réagit avec 𝐾2𝑆2𝑂8 pour former ABTS•+ qui est un radical stable avec une couleur bleu-vert 

(Abduxukur et al.,2023). D’après (la figure 13), le pouvoir antioxydant le plus élevé est enregistré 

pour l’isolat 26 issu du Legmi (42,98%) ; les 2 autres isolats 12 et 29 possèdent une activité 

antioxydante avec des valeurs de 31,07% et 36,12% respectivement, en comparant avec l’isolat 4 

d’origine lactée qui a présenté une faible activité antioxydante (21,82%). Par ailleurs des études ont 

montré que les levures produisent diverses enzymes pendant la fermentation qui jouent un rôle dans 

l’expression d’une forte activité antioxydante (Ghosh et al., 2015). En effet des échantillons qui 

possèdent une activité antioxydante grâce à un piégeage des molécules réactives directement ou à la 

modulation de leur production, cequi présente un intérêt majeur pour améliorer la santé humain 

(Zeghbib et al., 2022). 

 

Figure 13. Pourcentage d’inhibition des radicaux libres (ABTS) par les cellules intactes de 4 isolas (4 ;12 

;26 ;29).  
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VII.2. Activité inhibitrice de l’α amylase  

 Parmi les 4 isolats de levures sélectionnés (4, 12, 26, 29) aucune n’a montré une activité 

inhibitrice vis-à-vis de l’enzyme α amylase, tandis que le témoin positif (l’acarbose 1 mg/ mL) a 

montré une inhibition de 44%. Par conséquence, les isolats ne possèdent pas la propriété de la 

régulation du taux de la glycémie. Contrairement aux  résultats observés par Barache et al. (2024) 

dans lequel ils ont isolé des levures probiotiques à partir des fruits. Kluveromyces marxianus GBC2, 

S cerevisiae FBZK et S cerevisia FBK9 ont montré une forte inhibition de α amylase atteignant un 

pourcentage d’inhibition de 73%.



  

 

 

 

  

 

 

Conclusion 

 

 

 

 

 



   Conclusion    

33 

 

 Ce travail avait comme objectif l’isolement et la caractérisation de nouvelles souches de 

levures à potentiel probiotique, à partir de deux sources non conventuelles à savoir le lait maternel 

et le Legmi, une boisson fermentée récoltée dans la région d’Oued Souf. L’approche adoptée a 

consisté à une série d’étapes incluant la sélection des sources, l’isolement des levures, leur criblage 

et l’évaluation de leurs propriétés probiotiques. 

 Au total, 40 isolats de levures ont été obtenus, dont 7 à partir d’échantillons de lait maternel et 

33 à partir du Legmi. Tous les isolats ont été soumis à une évaluation de leur innocuité. Aucun 

isolat n’a présenté d’activité hémolytique, protéolytique ou amylolytique. Toutefois, trois isolats 

issus du Legmi ont été présomptivement identifiés comme étant Candida albicans suite au test de 

filamentation, ce qui exclut leur usage probiotique potentiel. 

 Les isolats ont ensuite été évalués pour leurs propriétés d’adhésion, notamment leur capacité 

d’autoagrégation, leur hydrophobicité de surface et leur capacité à former un biofilm, des critères 

clés dans la sélection de souches à potentiel probiotique. Concernant l’activité antimicrobienne, 

aucun des isolats n’a démontré d’effet inhibiteur direct sur les souches de référence testées 

(Escherichia coli ATCC 25922, Staphylococcus aureus ATCC 25933, Candida albicans ATCC 

10231) sur gélose. Néanmoins, des activités antimicrobiennes détectables ont été observées sur 

microplaque en milieu liquide contre Candida albicans et Staphylococcus aureus. 

 Une analyse en composantes principales (ACP) a permis de sélectionner quatre isolats parmi 

les 40 isolats testés comme les plus prometteurs pour évaluer leurs effets bénéfiques, notamment 

leurs activités antioxydantes et antidiabétiques. Les quatre isolats sélectionnés ont montré une 

activité antioxydante importante. En particulier, l’isolat 26, issu du Legmi. Par ailleurs, un isolat 

issu du lait maternel a démontré une forte activité de réduction des radicaux NO. En revanche, 

aucun des isolats sélectionnés n’a présenté d’activité inhibitrice vis-à-vis de l’enzyme α-amylase. 

 Bien que cette étude ait généré une quantité significative de résultats, plusieurs points 

nécessitent encore un approfondissement. Il est essentiel de poursuivre les investigations afin de 

renforcer les connaissances actuelles, d’assurer une application concrète des isolats sélectionnés, et 

de mieux évaluer leur potentiel probiotique, en explorant la possibilité de : 

 Élargir l’échantillonnage en augmentant le nombre d’échantillons de legmi et de lait 

maternel afin d’améliorer la diversité microbienne étudiée. 

 Intégrer des échantillons et des prélèvements issus de différentes régions pour mieux 

caractériser la variabilité des souches de levures. 

 L’identification moléculaire précise des souches à l’aide de techniques telles que le 

séquençage de l’ADNr 28S ou par spectrométrie de masse de type MALDI-TOF. 
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 Évaluer la tolérance des souches aux conditions gastro-intestinales simulées (acidité, sels 

biliaires). 

 Étudier l’interaction des souches avec les cellules épithéliales intestinales afin d’évaluer leur 

capacité d’adhésion. 

 Etudier des fonctions probiotiques complémentaires, notamment l’effet anti -

hypercholestérolémies. 
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Annexe1 : composition des milieux de culture 

Gélose Nutritive  
 Composition  

 Peptone de gélatine………………………………………………………. ..5g/l 

 Extrait de viande…………………………………………………………....3g/l 

 Agar bactériologique………………………………………………………15g/l 

 Préparation : Mettre en suspension 23 grammes de milieu dans un litre d'eau distillée. 

Bien mélanger et dissoudre en chauffant avec une agitation fréquente. Faire bouillir 

pendant une minute jusqu'à dissolution complète. Répartir dans des récipients appropriés et 

stériliser à l'autoclave à 121 °C pendant 15 minutes  

pH 6,8   à 25C 

 

 

Mueller Hinton 
 Composition  

 Peptones…………………………………………………………………..19,5g/l 

 Amidon soluble……………………………………………………………1,5g/l 

 Agar……………………………………………………………………….17g/l 

 Préparation : Suspendre 38 g dans un litre d'eau distillée et chauffer en agitant 

fréquemment jusqu'à ce que le milieu soit bien homogène. Stériliser à l'autoclave à 121 °C 

pendant 15 minutes  
 pH 7,3 

 

Gélose nutritive ordinaire  

 Composition de milieu  

 Peptone………………………………………………………………….... .3,0g 

 Extrait de levures …………………………………………………………. 1,8g 

 Extrait de viande ……………………………………………………… …  0,6g 

 Nacl ………………………………………………………………………...3,0g 

 Agar……………………………………………………………………… ..9,0g  

 Eau distillé ……………………………………………………………….. 600ml  

 pH final 7,0 ± 0,2 

 
 

Bouillon nutritif 

 Composition  

 Tissu animal digéré par pepsine……………………………………………5g/l 

 Chlorure de sodium ………………………………………………………..5g/l 

 Extrait de viande………………………………………………………….. 1,5g/l 

 Extrait de levure………………………………………………………….. 1,5g/l 

 Préparation : Dissoudre 13,0 g dans 1000 ml d'eau distillée. Battre jusqu'à dissolution 

complète. Stériliser à l'autoclave à 15 pa (121 °C) pendant 15 minutes. Laisser refroidir à 

température ambiante avant utilisation  
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pH 7,4 25C° 

Bouillon Sabouraud dextrose 

 Composition  

 Glucose …………………………………………………………………...20g/l 

 Peptone, spéciale………………………………………………………….10g/l 

 Préparation : Dissoudre 30 g dans 1000 ml d'eau distillée. Faire bouillir pour dissoudre 

complètement le milieu. Stériliser à l'autoclave à 121 °C (15 psi) pendant 15 minutes. 

Laisser refroidir à température ambiante avant de distribuer. 

 pH 5,6 a 25C° 

  

Annexe2 : Résultats de l’ACP  

Tableau I Corrélation des variables avec les dimensions de l'ACP récapitulative basée sur les chargements 

factoriels 

Variables Facteur1 Facteur2 

spot E.coli 0,6581 -0,6212 

spot S. auraus 0,7071 -0,6219 

spot C. albicans 0,3007 0,7315 

Puit E. coli 0,0000 0,0000 

Puit S. auraus 0,0000 0,0000 

Puit C. albicans 0,0000 0,0000 

adhésion biofilm -0,6544 0,1077 

auto 2h 0,6323 0,4683 

auto 4h 0,4181 0,7538 

Hydro 15mn 0,4740 0,3843 

Hémolyse 0,0000 0,0000 

P I E.coli 0,0000 0,0000 

P I S.auraus 0,3183 -0,3489 

P I C.albicans 0,3737 0,0445 



 

 

 

Résumé 

Cette étude a porté sur l’exploration de nouvelles sources non conventionnelles pour l’isolement de 

levures probiotiques, à savoir le lait maternel et le Legmi, une boisson fermentée de la région d’Oued Souf, 

dans le but d’identifier des souches à potentiel probiotique et d’évaluer leurs propriétés probiotiques. Au 

total, 7 isolats sont issus du lait maternel et 33 à partir du Legmi. Tous les isolats ont été considérés comme 

sûrs sur le plan de l’innocuité, à l’exception de trois isolats issus du Legmi qui ont été identifiés comme 

Candida albicans, ce qui exclut leur utilisation à des fins probiotiques. L’analyse des propriétés 

probiotiques a révélé des niveaux élevés d’auto-agrégation, d’hydrophobicité et de capacité à former un 

biofilm, des critères importants pour l’adhésion aux cellules intestinales. L’activité antimicrobienne des 

isolats a été testée contre trois souches cibles (Escherichia coli ATCC 25922, Staphylococcus aureus 

ATCC 25933 et Candida albicans ATCC 10231). Aucune activité n’a été détectée par la méthode de 

diffusion sur gélose. En revanche, des inhibitions significatives contre C. albicans et S. aureus ont été 

observées en microplaque. Ce travail a permis d’identifier quatre isolats présentant un potentiel 

probiotique, qui ont démontré une activité antioxydante significative, reflétant leur aptitude à neutraliser les 

radicaux libres. 

Mots clés : Probiotiques, levures, lait maternel, legmi, effet antioxydant 

Agzul 

Tazrawt-a tella-d s unadi ɣef yiɣbula imaynuten ur nelli ara d iqburen i uɛzal n tmeẓdiyin n 

tmeẓdiyin, dɣa d ayefki n tmeṭṭut d Legmi, d tissit yettwaferqen seg temnaḍt n Oued Souf, s yiswi n 

uɛeyyen n tɣawsiwin yesɛan tazmert n tmeẓdiyin d uskazal n tɣawsiwin-nsent n tmeẓdiyin. S ujemmal, 7 n 

yiferdisen ay d-yettwajerrden seg uɣrum n tmeṭṭut d 33 seg Legmi. Akk iẓeḍwan ttwaḥesben d iẓewren deg 

wayen yerzan taɣellist, anagar kraḍ n yiẓeḍwan seg Legmi ay yettwassnen d Candida albicans, yernu aya 

yessekcem-d aseqdec-nsen i yiswan n tmeẓdiyin (probiotiques). Anadi n tɣawsiwin n tmeẓdiyin 

(probiotiques) yesskanay-d iswiren n tmeẓdiyin n yiman, n tmeẓdiyin n waman d tzemmar n usnulfu n 

tmeẓdiyin n tmeẓdiyin, d lqidar yesɛan azal i uḍfar n tmeẓdiyin n yiẓuran. Tigawt n tmeẓdiyin n yiferdisen-

a ttwajerrden mgal kraḍ n tmiḍrant n yiswi (Escherichia coli ATCC 25922, Staphylococcus aureus ATCC 

25933 d Candida albicans ATCC 10231). Ur d-yettwafk ara kra n uxeddim s tarrayt n usfugel n agar. 

Maca, ttwaḥesben-d yiḥezziben imeqqranen mgal C. albicans d S. aureus deg yikayaden n tmiqwa n 

lmikra. Leqdic-a yessken-d 4 n yiferdisen yesɛan tazmert n tmeẓdiyin (probiotiques), d ayen ay d-

yesskanayen tigawt n tmeẓdiyin (antioxydants) tameqrant, yerna aya yesskanay-d tazmert-nsen akken ad 

sneqsen iẓuran ilelliyen. 

Awal agejdan: Probiotiques, tamtunt, ayefki n yemma, legmi, aḍris n usḥulfu 

Abstract 

This study focused on exploring new unconventional sources for the isolation of probiotic yeasts, 

namely breast milk and Legmi, a fermented beverage from the Oued Souf region, with the aim of 

identifying strains with probiotic potential and evaluating their probiotic properties. A total of 7 isolates 

were obtained from breast milk and 33 from Legmi. All isolates were considered safe in terms of safety, 

except for three isolates from Legmi which were identified as Candida albicans, which excludes their use 

for probiotic purposes. Analysis of probiotic properties revealed high levels of self-aggregation, 

hydrophobicity and ability to form a biofilm, important criteria for adhesion to intestinal cells. The 

antimicrobial activity of the isolates was tested against three target strains (Escherichia coli ATCC 25922, 

Staphylococcus aureus ATCC 25933 and Candida albicans ATCC 10231). No activity was detected by the 

agar diffusion method. However, significant inhibitions against C. albicans and S. aureus were observed in 

microplate assays. This work identified four isolates with probiotic potential, which demonstrated 

significant antioxidant activity, reflecting their ability to neutralize free radicals. 

Keywords: Probiotics, yeasts, breast milk, legmi, antioxidant effect 

 

                                                                                                                                                     الملخص

روب مخمر حليب الثدي وليجمي ، وهو مشركزت هذه الدراسة على استكشاف مصادر جديدة غير تقليدية لعزل خمائر البروبيوتيك ، وهي 

عزلات  7عه من منطقة واد سوف ، بهدف تحديد السلالات ذات إمكانات البروبيوتيك وتقييم خصائصها الحيوية. تم الحصول على ما مجمو

دها على لتي تم تحديمن ليغمي. واعتبرت جميع العزلات آمنة من حيث السلامة ، باستثناء ثلاث عزلات من ليغمي ا 33من حليب الثدي و 

ويات عالية من التجميع أنها المبيضات البيض ، والتي تستبعد استخدامها لأغراض بروبيوتيك. كشف تحليل خصائص البروبيوتيك عن مست

ضاد لمالذاتي ، والكراهية للماء والقدرة على تكوين غشاء حيوي ، وهي معايير مهمة للالتصاق بالخلايا المعوية. تم اختبار النشاط ا

 22933، المكورات العنقودية الذهبية أتسك  22922للميكروبات للعزلات ضد ثلاث سلالات مستهدفة )الإشريكية القولونية أتسك 

بيض (. لم يتم الكشف عن أي نشاط بواسطة طريقة انتشار أجار. ومع ذلك ، لوحظت موانع كبيرة ضد ج.ال13231والمبيضات البيض أتسك 

را مضادا ت الصفيحة الدقيقة. حدد هذا العمل أربع عزلات ذات إمكانات بروبيوتيك ، والتي أظهرت نشاطا كبيو س. أوريوس في فحوصا

 .للأكسدة ، مما يعكس قدرتها على تحييد الجذور الحرة

البروبيوتيك ، الخمائر ، حليب الثدي ، ليغمي ، تأثير مضاد للأكسدة كلمات البحث:  



 

 

 

 


