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RESUME

Les bactéries lactiques jouent un réle de premier plan dans la fabrication de produits alimentaires
fermentés. Elles contribuent a I'amélioration du godt, de I'aspect et de I'innocuité microbiologique de
I'aliment. Ces bactéries produisent en effet une variété de composes a action antimicrobienne tels les
acides organiques, le peroxyde d'hydrogéne, le diacétyl et les bactériocines.

Dans le present travail, une collection de souches lactiques a été établie, elle comprend 132 souches
isolées a partir 48 échantillons de lait fermentés de fagon artisanale et identifiées sur la base d’un

certain nombre de caracteres morphologiques, physiologiques et biochimiques.

La recherche de I’antagonisme bactérien dans le milieu solide a été réalisée suivant la méthode de
double couche et la diffusion en puits dans des conditions qui éliminent I’effet de I’acide lactique et
du peroxyde d’hydrogéne. Parmi les 132 souches testées pour leurs activités antimicrobiennes, 92
sont confirmées productrices de bactériocines. Les résultats montrent que les souches productrices
de bactériocines sont fréquemment isolées des produits laitiers. A partir de la collection des
bactéries isolées, 5 souches appartenant aux espéces, Lactobacillus. curvatus LB65, Lb. brevis
LB93, Lb. plantarum JB44, Lactococcus. lactis subsp. lactis RB22, et Lactococcus. lactis subsp.
lactis JB31, ont été sélectionnées. Les bactériocines produites par les souches sélectionnées
notamment (Lactobacillus. curvatus LB65, Lb. brevis LB93, Lb. plantarum JB44) possédent de
larges spectres d’activité avec un effet bactéricide et sont thermorésistantes et stables dans une large
gamme de pH.

Il a par ailleurs été démontré que la souche Lactobacillus. curvatus LB65, produit une bactériocine
dénommeée curvaticine LB65. La procédure de purification de la curvaticine LB65 comporte une
filtration du surnageant de culture de la souche productrice, suivie d'une précipitation au sulfate
d'ammonium suivie d’une étape de chromatographie sur résine de QAE sephadex A-25 et une HPLC
sur échangeur anionique DEAE . Le poids moléculaire de la bactériocine a été estimé a 3,2 KDa par
I’électrophorése en SDS-PAGE et la nature protéique de la bactériocine concentrée a été confirméee
par la perte de son activité a la suite d'un traitement aux protéases, elle est également
thermorésistant  (121°C, 10min) et stable dans une large gamme de pH. Ces caractéristiques
conférent a la curvaticine LB65 un grand intérét technologique dans le cas de son utilisation dans la

biopréservation des aliments.

Mots clefs : bactéries lactiques, fermentation traditionnelle, Raib, Jben, Lben, bactériocines,

biopréservation.
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RESUME

Les bactéries lactiques jouent un role de premier plan dans la fabrication de produits alimentaires
fermentés. Elles contribuent a I'amélioration du gott, de 'aspect et de I'innocuité microbiologique de
l'aliment. Ces bactéries produisent en effet une variété de composés a action antimicrobienne tels les
acides organiques, le peroxyde d'hydrogene, le diacétyl et les bactériocines.

Dans le présent travail, une collection de souches lactiques a été établie, elle comprend 132 souches
isolées a partir 48 échantillons de produits laitiers fermentés de fagon artisanale et identifiées sur la
base d’un certain nombre de caractéres phénotypiques, physiologiques et biochimiques.

Sur un total de 132 souches testées pour leurs activités antimicrobiennes par les deux méthodes ; de
double couche et celle de diffusion en gélose, 92 sont confirmées productrices des substances
antimicrobiennes, cependant la recherche de 1’activité antimicrobienne dans des conditions qui
¢liminent I’effet des acides organiques et du peroxyde d’hydrogéne a permet de cribler 5 souches
bactériocinogénes appartenant aux especes ; Lb. curvatus LB65, Lb. brevis LB93, Lb. plantarum
JB44, Lc. lactis subsp. lactis RB22, et Lc. lactis subsp. lactis JB31 . Les bactériocines produites par
les 5 souches sélectionnées sont de nature protéique et possedent de larges spectres d’activité dirigée
notamment contre les bactéries Gram+. Elles sont thermorésistantes (plus de 100°C) et stables dans
une large gamme de pH comprise entre 2 et 11.

Nous avons par ailleurs démontré que la souche Lactobacillus. curvatus LB65, produit une
bactériocine dénommée curvaticine LB65. La procédure de purification de la curvaticine LB65
comporte une filtration du surnageant de culture de la souche productrice, une précipitation au
sulfate d'ammonium suivie d’une dialyse, une étape de chromatographie sur résine de QAE
sephadex A-25 et une HPLC sur échangeur anionique DEAE. Les étapes de purification réalisées
ont permis de faire passer I’activité spécifique de la bactériocine de 16,39 a 4266,66 U.A/mg, avec
un rendement final de 0.4%. Le poids moléculaire de la bactériocine a été estimé¢ a 3,2 KDa par
I’¢lectrophorese en SDS-PAGE et la nature protéique de la bactériocine concentrée a été confirmée
par la perte de son activit¢ a la suite d'un traitement aux protéases, elle est également
thermorésistante (121°C, 10 min) et stable dans une large gamme de pH. Ces caractéristiques
conférent a la curvaticine LB65 un grand intérét technologique dans le cas de son utilisation dans la

biopréservation des aliments.

Mots clefs : bactéries lactiques, lait fermenté traditionnellement, bactériocines, biopréservation,
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SUMMARY

Lactic acid bacteria play an important role in food fermentation processes. They contribute to
improving the taste, appearance and microbiological safety of food. These bacteria produce a variety

of antimicrobial compounds such as organic acids, hydrogen peroxide, the diacetyl and bacteriocins.

In this work, a collection of lactic strains has been established, it includes 132 strains isolated from
48 samples of traditional fermented milk products and identified on the basis of a number of

phenotypic, physiological and biochemical caracters.

The search for bacterial antagonism in the solid medium was performed using the method of spot
and distribution of wells under conditions that eliminate the effect of lactic acid and hydrogen
peroxide. From 132 strains tested for their antimicrobial activities, 92 are confirmed producing
bacteriocins. Among bactériocinogeénes strains, 5 strains of the species; Lb. curvatus LB65, Lb.
brevis LB93, Lb. plantarum JB44, Lc. lactis subsp. RB22 lactis, and Lc. lactis subsp. lactis JB31,
were selected. Bacteriocins produced by the 5 selected strains are protein in nature and have broad
spectra of activity directed particularly against Gram + bacteria. They are heat stable (over 100 ° C)

and stable in a wide range of pH between 2 and 11.

We have also demonstrated that Lb. curvatus LB65, produces a bacteriocin called curvaticine LB65.
The procedure for purification of curvaticine LB65 has a filtration of culture supernatant of the stran
producing a precipitation of ammonium sulfate followed by dialysis, chromatography QAE
Sephadex A-25 and HPLC on exchanger DEAE anion column. The purification steps carried out
have allowed to increase the specific activity of the bacteriocin from 16.39 to 4266.66 AU / mg,
with a final yield of 0.4%. The molecular weight of the bacteriocin have been estimated at 3.2 KDa
by SDS-PAGE electrophoresis, and the pertinacious nature of the concentrated bacteriocin was
confirmed by the loss of its activity after treatment with proteolytics enzyms , it is also heat resistant
(121 ° C, 10 min) and stable in a wide range of pH. These features give the curvaticine LB65 a great

technological interest in the case of its use in the biopreservation food.

Keywords: lactic acid bacteria, Traditional fermented milk, bacteriocins, Biopreservation,



v

REMERCIEMENTS

Louange d Dieu qui nous a donné Cesprit, la volonté, le courage et le savoir.

Je dois (aboutissement de cette thése d de nombreuses pevsonnes. Tout
d'abord, je tiens d remercier ma divectrice, Mme KIRANE Djamila, pour
m'avoir permis de travailler sur un projet des plus intéressants ou j'ai pu
me familiariser avec différentes techniques de wmicrobiologie et de
biochimie. Je tiens d (ui exprimer ma reconnaissance pour sa grande
disponibilité et pour son écoute attentive. Et deld de sa compréhension, jai
beaucoup apprécié la confiance qu'elle m'a toujours accordée, et grice d

laquelle j'ai bénéficiée d’'une grande (iberté dans mon travail.

A Mr. OUZROUT, Rachid ( centre universitaire d'’EL TARF) pour m’avoir
fait Chonneur de présider le jury, qu’il trouve ici [expression de ma

respectueuse reconnaissance.

Jadresse également mes remerciements d mes anciens professeurs Mme.
CHETITBI Houria, Mme BOUTEFNOUCHET Nafissa et Mr. MERAD
Tarek (université de Badj-Mokhtar Annaba) pour m’avoir fait (honneur
de juger mon travail ainsi quda Mr. BENOUARETH Djamel Eddine

(université de Guelma) pour sa participation au jury de thése.

Jadresse aussi mes sincéres gratitudes au divecteur du laboratoire central
de lCuniversité d’Aine Shams (Egypte) Prof. IBRAHIM Hassan Kamel de
m'avoir bien accueilli au sein de son établissement, ou une bonne partie de

mes travaux expérimentaux a été réalisée



A\

Je remercie également Dvr GAMEL ABASSE, responsable de [(unité
spectroscopie de masse (laboratoire central d’Aine Shams), pour son aide et
son accueil chaleureux au laboratoire, ainsi que Dr BOUTHEINA Said
Shaabane pour son assistance et sa participation au bon déroulement des

analyses par la technique d’électrophorése en SDS-PAGE.

L'aide des personnels du laboratoire de biologie moléculaire (université
Aine Shams) a aussi été grandement appréciée. Je vemercie Dr Wagdi

Salah qui m'a assisté dans la chromatographie (HPLC)

Enfin, je souhaite remercier ma famille pour leur soutien inconditionnel et

plus particulierement Manel pour son incommensurable patience.



vi

DEDICACES

A mes trés chers parents ;

A mes seeurs ; FAIROUZ, KALTOUM MAYA et AZIZA

A mes fréres : A/HAKIM, A/WAHAB et A/NOUR

A ma petite famille : Manel et Taha abderrahim

A tous ceux qui m'ont aidé dans mes études  particuliérement :

My. MECHAI M; My VENDJAH, L et Mr. ZIAT, A

A tous mes proches, mes amis et tous ceux qui maiment.

Tous mes amis d'enfance et compagnons de tous les instants (Abderrahman, Samir et Ali)

A tous les habitants de mon petit village (TIFFECH)

Liste des tableaux

page



Tableau 01 :

Tableau 02 :

Tableau 03 :

Tableau 04 :

Tableau 05 :

Tableau 06 :

Tableau 07 :

Tableau 08 :

Tableau 09 :

Tableau 10 :

Tableau 11 :

Tableau 12 :

Tableau 13 :

Tableau 14 :

Tableau 15 :

Tableau 16 :

Tableau 17 :

Tableau 18 :

Tableau 19 :

Caractéristiques différentielles des bactéries lactiques (Dérivée a partir de
Axelsson, 1998 ; Leisner et al., 2000) viveieereerenrenrenreresesesenscscnscnssnscnses
Classification des groupes du genre Lactobacillus (  Axellsson,
Utilisations des bactéries lactiques dans la fermentation alimentaires et exemples
des especes prédominantes (d’apreés McKay et Baldwin, 1990)...ccceiieiiniinnnene
Effets positifs des probiotiques sur la santé (effets probables ou suspectés)
(MOTONI, 2007) teueteueesuressresaressssssssssssssssssssssssssssssssssosssossssssssssssssssens
Les bactériocines produites par différentes espéces de bactéries lactiques (Parada
B AL, 2007). teiieiireineeneeareeeeeeceacerceasescascassansensansansansansansonsansensansanses
Classification des bactériocines produites par les bactéries lactiques selon Heng
et Tagg, (2000). ceeveriinriieriieiiieiieiieriintiisteietesssssssssssnscsssossssssscsnscensan
Lantibiotiques de type A (Morisset et al., 2005). cueueeuireinrnernremeeererenceranssnns
Lantibiotique de type Buuieeieeeiiieiiieiiniiinienareietonetsmeicessosssssssnsssnsosnsonns
Bactériocines de sous-classe ITa (Morisset et al., 2005) cuiviieiiiinriernriernrnecnnnnn
Bactériocines non modifiées a deux composants produites par des bactéries
lactiques (Morisset €t @l., 2005) viueeniieriierrieriierniiesersassssnsessassssnsssnsnsns
Bactériocines de sous-classe Ilc produites par des bactéries lactiques (Morisset et
| TR ) N
Bactériocines de sous-classe III produites par des bactéries lactiques (Morisset et
| TR )
Mode d’action des bactériocines (Morisset €t al., 2005). veeveereeneeneeneeneeneenennn
Répartition d’€chantillonnage «.o.eeereereereeriniserinrsniinienrsnisrsnesssssnssnssnces
Les souches bactériennes utilisées et 1eurs Origines..oeeeeeeeeneeieeeseecnesnesecnnes
Identification des souches appartenant au genre LactobacilluS.......c..ccevveeninannnn
Identification des souches appartenant aux genres Lactococcus, Enterococcus et
a I’espéce Streptococcus thermophiluS....eeeeeeeeeieeeiiieiieieeieinenernenennn..
Titrage de I’activité antimicrobienne présente dans l'extrait de culture (pH 6) des
SOUCHES 1SOLEES.utuurintiniineiniiiiiiiieiieiieiieiieiieriecietiecieciecieciacisccnsencensnns
Effets des traitements enzymatiques sur les substances antibactériennes produites

par les souches isolées (tests effectués avec L. monocytogenes ATCC7644

comme SOUCHE INAICAIICE)ueeuerenreenrernrerererasssssnscsnscsasosasosassssssssnsssnsens

Vil

09

14

23

25

31

40

41

42

43

43

44

45

56

67

77

89

95

102



Tableau 20 : Sabilité des substances antimicrobiennes étudiées aux différents traitements

PR EIMIUES. et eeetrneiinrernreeareratosatonstssscssscsssssnsosssosssossssnsssnsssnsssnsosssonase 106
Tableau 21 : Stabilité des substances antimicrobiennes des souches sélectionnées aux

AIffrents PHuuuiereiiieiiiiiiiinieieieseieseteecsnscsssosnsosssonsssnsssnsssssssnsssnsonnss 106
Tableau 22 : Effet du pH combiné au traitement thermique sur la stabilité des bactériocines.... 107
Tableau 23 : Effet des agents surfactants sur la stabilité des bactériocines....c.eeeveeeneenrenrannnns 107
Tableau 24 :  Spectres d'activité des substances antibactériennes produites par les différentes

DACETIES 1SOLES e eurintintiieiieiieiieiieiieiietietietiecietiecintieceseeaceseenecnscnscnenns 110
Tableau 25 : Récapitulation des caractéristiques des bactériocines produites par les souches

bactériennes SEleCtiONNEES. uevururieineierieieiieiaiieiuiietiieiniieeniiecaciecnesscnenenns 124
Tableau 26 : Rendement des étapes de purification de la curvaticuine MB65. La fraction FI

correspond au surnageant centrifugé et concentré, la fraction FII a la fraction FI

précipité par le sulfate d’ammonium ; la fraction FIII a la partie de la fraction FII

qui s'est désorbé d'une colonne QAE sephadex A-25 avec 0.5 M de NaCl, et la

fraction FIV a un pic actif résultant d'une injection de la fraction FIII sur une

colonne échangeuse anionique DEAE......cccciiniiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiecnnen 127
Tableau 27 : Effets des différents traitements sur la curvaticine LB65 (tests effectués avec L.

monocytogenes ATCC7644 comme souche indiCatriCe) cuveeeceeresesnsenascsasoasanns 130

Liste des figures

page



Figure 1 :

Figure 02:
Figure 03 :

Figure 04 :

Figure 05 :

Figure 06 :
Figure 07 :

Figure 08 :

Figure 09a :

Figure 09b :

Figure 10 :

Figure 11 :

Arbre conxensus, basé sur I’analyse comparative des séquences ARNr, montrant
les principaux groupes phylogénétiques de bactéries lactiques a faible mol % G+C
et les genres Gram-positif nonreliés Bifidobacterium et Propionibacterium
(Holzapfel et al., 2001) cuiveiieiieiiaieniearenrensensensensensonsensonsansonsonsanssnssnsancns
Clef d’identification des bactéries lactiques (Montel etal., 1991) ccocvvirenrninnennennes
Mécanisme d’induction de I’expression des génes et de la biosynthése de
bactériocines (Nissen-Meyer et al., 1997).ccuiiieiiiieiieiniiernriernieesreesnssssnssnn
Organisation génétique des groupes de geénes de quelques bactériocines de bactéries
Gram- positives. (Jack €t al.,1995). ieiuiiiiiieiiiiriieiiieriieriimnecssasssasssns
Représentation schématique d'un modéle de structure (a) des bactériocines de classe
ITa et de leur mode d'action au niveau de la membrane cellulaire cible: (b)
interactions possibles de chaque domaine avec la surface membranaire; (c) Insertion
des bactériocines et formation des pores hydrophiles. La face hydrophobe du
peptide est désignée par une couleur foncée et la face hydrophile plus claire (d'apres

Ennahar et al., 2000D). cueieiiiniiiiniieiniieintemmmmmmoonmmssossosssssssosssssssssssasssssssssass

Protocole d’isolement, de purification et d’identification des souches lactiques.......
Schéma représentant les méthodes de détection de 1'antagonisme bactérien, adaptées
d'apres la méthode de détection directe de Barefoot et Klaenhammer (1983) (a) et la
méthode des puits de Tagg et McGiven (1971) (D) cevvveiieiiniiniiiiniiiiniineinennnn.
Présentation schématique du protocole d’extraction et de purification de la
curvaticing LBOS. cevueiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e e eeaes
Révélation de I’activité antimicrobienne des souches sélectionnées par la méthode
de diffusion en gélose. 1: Lb. plantarum JB44, 3: Lb. brevis LB93,3: 09 : Lb.
curvatus LB65, 10: Lc.lactis subsp. lactis JB31, 4: Lc.lactis subsp. lactis

Révélation de I’inhibition (méthode de diffusion en puits) de L. monocytogenes
ATCC7644 par les extraits actifs des souches bactériocinogénes. 1 : Lb. plantarum
JB44, 2 : Lb. brevis LB93, 3 : Lb. curvatus LB65, 4 : Lc. lactis subsp. lactis JB31,
5: Lc. lactis subsp. 1aCtiS RB22 1.ciuiieiiieiniininiinininnrninenmmmmmmmmmmsmosossssssssssssss
Cinétique de croissance de L. monocytogenes ATCC 7644 en présence de 1'extrait
de culture de Lb. brevis LB93 (m) et en absence de 1’extrait de culture actif (A).....

Comportement de L. monocytogenes ATCC 7644 en présence de I'extrait de culture

X

07
18

50

52

54
69

79

85

101

101

112



Figure 12 :

Figure 13 :

Figure 14:

Figure 15:

Figure 16 :

Figure 17 :

de Lb. curvatus LB65 (m) et en absence de I'eXtrait (A )..ceeeeeeeereeceaceecencencensennn
Cinétique de croissance de L. monocytogenes ATCC 7644 en présence de l'extrait de
culture de Lb. plantarum JB44 (m) et en absence de 1'extrait de culture actif (A)......
Comportement de L. monocytogenes ATCC 7466 en présence de l'extrait de culture
de Lc. lactis subsp. lactis JB31 (m) et en absence de 1'extrait de culture actif (A).....
Cinétique de croissance de L. monocytogenes ATCC7644 en présence de l'extrait de

culture de Lc .lactis subsp. lactis RB22 (m) et en absence de 1'extrait de culture actif

Chromatogramme de la purification par échange anionique, sur résine de QAE
sephadex A-25 de la curvaticine LB65. Le tampon d’élution est Tris-HC 1,50 mM
pH 8.8, le débit est maintenu a 1 ml par minute. L'élution est suivie par lecture de
I'absorbance a 280 nm (=== ), mesure de l'activité inhibitrice par la méthode de la
dilution critique en U.A/MI ("5 )ueiuiiiiiiiieiiiiiiiieiieiieiieiierieiieiiesiasieseaseacens
Chromatogramme de la purification par HPLC sur échangeur anionique DEAE de
la curvaticine LB65. L'élution est suivie par lecture de l'absorbance a 220 nm (=),
mesure de l'activité inhibitrice par la méthode de la dilution critique en U.A/ml

N Tt
Estimation du poids moléculaire de la la curvaticine LB65 par SDS-PAGE. Le
marqueur de poids moléculaire Broad Range Prestained SDS-PAGE Standards de
BioRad (ligne 1), la fraction (FI) (surnageant précipité par les sulfate d’ammonium)
(ligne 2) ; la fraction (FII) apres passage sur la colonne QAE sephadex A-25 (ligne
3); la fraction (FIII) aprés passage sur la colonne échangeuse anionique DEAE

(JIZNES 4 €1 5)uruiiuiniiuiniininiieiiiieiiiieiiiieiiiiiiiiaiiieetsetetaenessmmesessassmmeesmsees

Liste des abréviations

117

120

122

128

129



X1

Ac : acide

ADH : Arginine dihydrolase

ATCC : American Type of culture collection
BL/LAB : Bactéries Lactiques/Lactic Acid Bacteria
CFU/ml : Unité formant colonie par millilitre
CMI : concentration minimale inhibitrice

DEAE : diéthylaminoéthyl

EDTA : acide éthylénediamine tétra acétique
GRAS : Generally recognized as safe

GMP: Good manufacturing practice

HPLC : high performance liquid chromatography ;
chromatographie liquide a haute performance
HACCP : Hazard Analysis Critcal Control Point
kb : kilo paires de bases

KDa : kilo dalton

LA : Lactobacilli Agar

M : molaire

ml : millilitre

SDS-PAGE : sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel

electrophoresis

FDA: Food and drug Administration,

ssp/ subsp : sous-espece

U. A/ ml: unités arbitraires d’activité par millilitre

TSA : (gélose tryptone soja)

TSYAE : (bouillons tryptone soja + 0,6% d’ extrait de

levure)

MI17: Milieu complexe a base d'extrait de viande, de
peptone et d'extrait de levure.

GN : gélose nutritive

BHI: Brain Heart Infusion (Infusion de coeur et de

cervelle)

NaCl: chlorure de sodium

NaOH : hydroxyde de sodium

pb : paires de bases

QAE : aminoéthyl quaternaire
pg/ml : microgramme par millilitre
MRS :de Man, Rogosa et scharpe
mDAP : acide meso-diaminopimelique
IRTF :infra-rouge a transformée de
foourier

PCR : Polymerase Chain Raction
PM : poids moléculaire
Abréviations utilisé pour les genres
microbiens

Cb : Carnobacterium

En : Enterococcus

L : Lesteria . monocytogenes

Lb : Lactobacillus

Lc : Lactococcus

Ln : Leuconostoc

S : Sporolactobacillus

Sc : Streptococcus

P : Pediococcus

W : Weissella

TABLE DES MATIERES



RESUME (11 ATADE). .. cvvuneeruneeruneerrneeerneeerueersneeesueeessnserssmesssssesssnessssessnssssnnees
RESUME (N franGCaIS).coveeeeiiiiiiraniieniiransiesissestessserassscssssasssossssossscsserassscssanaassasss
RESUME (€1 ADZIAIS)....ueevvrueeeerenneeerreneerrsseeeerssneeesssseeeesssneeessssesessssesssssnnsesssnns
REMERCIEMENTS....c0uuuiieeertttuneeeeeeressnneeeeessssnneseeesssssnneeessmsssesssesssssnnsessssssnnnns
191 01 1) (6701 1 R
LISTE DES TABLEAUX ......ccettttuieeieettuueeeeeeersnneeeeessssnneeesessssnnsesessssssnssessssssnn
LISTE DES FIGURES.......ciittttttuieeeeettttieeeeeeeessnneeeeeessssneessessssnessesssssnnesssssssnn
LISTE DES ABREVIATIONS........ccuvtuieeeeriitnneeeeeerernnneeeeessssnneeeesssssnseeesessssnnnees
TABLE DES MATIERES.......ccccvvtuuieeteerrttneeeeeerennneeeeessssnneeeeesssssneeesssssssnneesessns
INTRODUCTION GENERALE

ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE

CHAPITREI TAXONOMIE ET CLASSIFICATION DES BACTERIES LACTIQUES

1. Les bactéries lactiques : historique et définition..........ccccevveiiiiiiiiiiniiieiiieiiieciieinines
2. Caractéristiques générales des bactéries lactiques..........cccevviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiennnn.
3. Taxonomie et relations phylogéniques entre genres de bactéries lactiques ....................
4. Classification des bactéries Iactiques......c.ccoeviieiiieiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiieiiiiciieiacenns
4.1. Classification des SeNIes .....oveviieiiieiiieiiiiiiiietiieiiiateiateissesssensssescssscenscsnsons
4.1.1. Les genres Enterococcus , Lactococcus , Streptococcus et VagoCOCCUS w.everenrensenss
4.1.2. Les genres Aerococcus , Pediococcus et TetragenOCOCCUS uveveereeeereneeecnsascnsencnns
4.1.3. Le genre Leuconostoc, Oenococcus et WeiSSella...eeeeeiieeeererierieenriernrneeneeecncnnnns

4.1.4. Le genre Lactobacillus et CarnobacteriUm...cieeeeieeieiieiniiernmmessssnssssnssssnssssnsnns

CHAPITRE I METHODES D’IDENTIFICATION ET DE CLASSIFICATION DES
BACTERIES LACTIQUES....cottitiiiiiiiiiiiiiiiitiiitietitttetintiscescescescesscscesccncnes

1. Méthodes d’identification des bactéries lactiques........covveiiireiiiiniiiinnieinniciineiosarcnne
1.1. Analyse phénotypiqUe.....ccccviiiuiiiniiieiiieiiieiiiiiniesatosstosssssssnsssssosssosssossssnses

1.2. Méthodes chimio-taXonOmMiQUES.....cccvvveiieiiniiiniiiaieraiesstosstosssosssnsssnsssnsossosnens

iii
iv
vi
vii
ix
xi
xii

01

04
04
05
07
07
08
11
12
13

16

16

16
17



1.2.1. Analyse des protéines cellulaires solubles par électrophorése en gel de

polyacrylamide (PAGE)..................

1.2.2. Analyse des acides gras de paroi par chromatographie en phase gazeuse...........

1.3. Méthodes étudiant la structure des acides nucléiques........ccceevveiiiniiieriieiiiniinnnne.

1.3.1. Contenu en guanine et cytosine de ’ADN chromosomique............cccccevevenennn.

1.3.2. Hybridation ADN-ADN .. uiiiuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiateietesstississcssscesscnssones

1.3.3. Séquencage de ’ARNr 16S

CHAPITRE III POTENTIELS INDUSTRIELS ET TECHNOLOGIQUES DES

BACTERIES LACTIQUES...........

1. Utilisations industrielles des bactéries lactiques ........cccoeeiiiiiiiiiiniiiniiiniiieiiieiiiecinne

2. roles probiotiques des bactéries lactiques .......ccoeveiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiaiian.

2.1. Critéres de sélection des souches probiotiques ........c.ccccevviiiiiiiiiniiieiiiniinnnn

2.2. Les probiotiques et leurs effets bénéfiques sur la santé ...........ccceevveiiiniiiniinnnns

3. Propriétés inhibitrices des bactéries lactiques et la biopréservation des aliments ......

3.1. La bio-conservation par les bactériocines des bactéries lactiques............c.ccu.....

3.2. Les stratégies d'utilisation des bactériocines dans les aliments ...........ccceevneennee

3.2.1. Ajout de bactéries lactiques bactériocinogenes ..........ccceevveviieiiieiiniinnnn

3.2.2. Ajout de bactériocines pures ou semi-purifiées ........cccevveiiieiiiiiiniiiniinnnns

3.2.3. Ajout de bio-ingrédient concentré a base de bactériocine ...........ccceeenneenn.

3.3. Facteurs influencant I'action des bactériocines de bactéries lactiques..................

CHAPITRE IV LES BACTERIOCINES.....ctiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieteiatiisccscenccnsee

1. Bref historique sur les bactériocines

2. Définition des bactériocines ..........

3.1.1. Lantibiotique de type A ...cccceiiiiiiiiiiiiiieiiieiiimiiietiitcietcistcistcistessscnscenns

3.1.1.2. Lantibiotiques de type B ......cccviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiiiciecinien

3.2. Classe II- peptides non modifiés

Xiil

17
17
19
19
19
20

21

21
23
23
25
27
30
34
34
35
35
35

37

37
38
39
40
40
41
42



3.2.1. Sous-classe Ila...
3.2.2. Sous-classe IIb...
3.2.3. Sous- classe Ilc...
3.3. Classe III...............
3.4.Classe IV...............

4. Purification des DacterioCINesS «vveeeeueeiiieieeeeeeeeeeneseseeeeseeeeeessssssssssosssssssssssssssssone

5. Méthodes de détection et de quantification........cccoveiiiiniiiinnieiiniciiniiiieicientcsensconns

5.1. Méthodes traditioNNElles. . ..ceeeeereeeennieiiieeeeeeeeeeeeseeeesseeeeeesereesssssssssscsossssssssnns

5.2. Méthodes immuNOENZYMAtIQUES....ceviuiiieiiiaieiniererosessssonssesscssscsssosnsosssosssssoes

6. Génétique et biosynthése des Dactériocines .........ccoevvviiiiiiiiiiiiiiiiiieiieiieiieiieiieiiennns

6.1. Biosynthése des bactérioCines ......cceeviuiiiuiiiuiiiniiieiiieiiieiiieeiecsnrcsnroensaeasosnsonses

6.2. Les déterminants génétiques associés a la biosynthése des bactériocines ................

7. Mode d'action des DACLErIOCINES «.uuvveeeerrereeenneeeseeeeeeeeeeeeesseesessssesssssssssssssssssosssssns

8. Applications industrielles des bactériocines de bactéries lactiques ..........ccceeveveninnnnn.

8.1. Protection aliMeNtaIre «....viieeeierieeeenniiieieeeeeereeeeeesssesesecscessssesssssssssssccsassssses

8.2. Application des bactériocines dans le secteur de la santé ..........ccccevveiiieiiniiniiinnenn

9. Probléme de résistance auX DaCteriOCiNeS . ceeeeeeeeeenenerreeeeeeeeeesssseessssssecssssssssssnnnnns

PARTIE EXPERIMENTALE

CHAPITRE I : MATERIEL ET METHODES......ciitiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiecnecncn

I. ISOLEMENT ET IDENTIFICATION DES SOUCHES LACTIQUES...................

1. Matériel biologique........

1.1. Présentation des €ChantillonS....c.eeueeeiiieeeeeeeeeeeneessseeeeeeeeeesssseessssoccsssssssssssnsnes

1.1.1. Le Leben.........
1.1.2. Le Raib .........

1.1.3. Le fromage traditionnel le jben .......cccoviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieneienne

1.1.3.1. Technologie traditionnelle ...........cccceeiuiiiiiiiniiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiinnnn

1.1.3.2. Technologie semi-industrielle ..........cccccoiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinenne.

1.1.3.3. Caractéristiques microbiologiques ........ccceeevuiiiiiiniiiiiiniiieiiiiiiiieciennnes

1.2. Prise des échantillons

X1v

42
43
44
45
45
45
47
47
48
49
49
50
52
56
57
59
60

63

63
63
63
63
64
64
65
65
66
66



XV

1.3. MilieuxX de CUltUre ..couvieiiiiiiiiiiiiiiieiiiiiitiiiiiieiiietieiietiiacciacesacesscesscnscsnssnnes
7280\ 7 (1 1 0T N
2.1. Isolement, purification et conservation des souches ..........cccccvviiiiiiiiiiiiiiiieinnnn

2.2. Tests A2 identifiCationN..cooeeeeereeeeenniiiiiiereeeeeeeeeeeeeesseeeessseessssssssssssssssssssssssnes

II. ETUDE DES ACTIVITES ANTIMICROBIENNES DES SOUCHES ISOLEES.......

1. Souches bactériennes et leurs Origines .......ccccevveiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiaiiiaiiietieecescnne
2. criblage des souches a activité antimicrobienne .........c.ccocevviiiiiiiiiiiiiiieiiieiininninn
2.1. Méthode de détection directe ........cceveiieiiuiieiiniiniiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiieeiecieciecnecen
2.2. Méthode de détection indirecte........cooevveiieieiieiiiiiiiieiiiiieiiiiieiiecieiieciecieceenns
2.3. Méthode de diffusion en GEloSe.......c.covviriiiniiiniiiniiiniiieiiieiiieiiiecinicinroenroensonnes
3. Mesure de I'activité antimicrobienne .......cocoievieiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiiiiiiiiieiieiiiecieeians
4. Caractérisation des substances antibactériennes produites par les souches lactiques
LT 3 g (0T 1T 1 U
4.1. Elimination de la possibilité d’antagonisme par les acides organiques et le peroxyde
A'RYAIrOZENE .viinniinniiiniiieiiiiiiiiiniiiaietstosstossssssssssosnsosssossssssssssssssssssssssssssssnsssssss
4.2. Elimination de la possibilité d’antagonisme par les bactériophages......................
4.3. Hydrolyse enzymatique de la substance antibactérienne............ccccvvviuiiiniincnnnen.
4.4. Spectre d'activité antibactérienne...........ccooeviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieinien
4.5. Cinétique et mode d'action .......ccoviieiiieiiiiiniiiniiinioieiiieiieecsarosssosssosssssssnscnnes
5. Influences des parameétres (pH, température) sur les activités antimicrobiennes des
souches bactérioCinOZENES .....ovvivriiiniiiniiieiiieiiieiineiinecsnresatosatosatossssssssssssssssssssssons
5.1. Influence du pH sur la stabilité des bactériocines.........ccccoeeviieiiiiiniiinieierinerinnnnns
5.2. Influence de la température sur la stabilité des bactériocines..........ccccevvveiiniinnnene.
5.3. Effet combiné de la température et du pH sur la stabilité des bactériocines..............

6. Effet des agents surfactants sur ’activité des bactériocines..........ccoevvveviieiiiniinninnnn

II1. PURIFICATION DE LA CURVATICINE LB65 PRODUITE PAR Lb. curvatus LB

1. Concentration de la curvaticine LB65 produite par Lb. curvatus LB65 par précipitation

67
68
68
70

77

77
78
78
79
80
80

80

80
81
81
81
82

82
82
82
83
83

83



Xvi

par le sulfate d'ammoOnNiUM.....ccoiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieetiientcssnscsseasssensssenssons

2. Etapes de purification de la

curvaticine LB65 produite par Lb. curvatus........ccccceeueeeen.

2.1. Chromatographie sur échangeur anionique a pression normale (QAE sephadex

2.2. Chromatographie HPLC sur échangeur anionique DEAE..........cc.cciciiiiiiiiiiinnn

3. Le dosage des protéines totales.......ccoveiiuiiiniiieiiieiiieiiieiiiiiiiiiieiiiariieteiecisecinscenscnne

4. Evaluation des propriétés d

ela curvaticine LBOS.....ccuuiiiiiiiiiieeeennnnieeeeereeeeeennnnenes

5. Détermination du poids moléculaire par I’électrophorése (SDS-PAGE)......................

CHAPITRE II RESULTATS

ET DESCUSSION...ciitiitiiiiiiiiiiiiiiiiiitietieeieeiaciaciaccacens

1. Isolement et identification des souches lactiques..........ccccviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinnena,

1.1. Examen macroscopique

1.2. Examen microscopique

1.3. Identification des souches appartenant au genre Lactobacillus................cceeveenin.

1.3.1. Lactobacillus groupe I ......cccouiniiiiiiiniieiiiiiiiiiiiiiiiiiiieetiiesnisesnsnesacens

1.3.2. Lactobacillus groupe I .......ccceeeinreeiinieiinreienreeeaceensesmessnsossnssssessnsesnsens

1.3.3. Lactobacillus groupe III ......ccceieiiiieeiniieinineenreecnseeenseaseseacessasessnsessnsess

1.4. Identification des souches appartenant au genre LaCtOCOCCUS.....ccvvuriinreinreerenecnnnes

1.4.1 . L'espece Lactococcus lactis subsp. [aCtiS...c.ivevuiieiuiniieiiiniiiiniiiinrieinenecnnnees

1.4.2. L'espéce Lactococcus lactis subsp. CremMOriS..cueeeieetiereerearenteriesceecessescessncnns

1.4.3. L’espéce Lactococcus lactis subsp. diacetylactis c.ceeeeeereeieeneeneeeeeneeneceennnn

1.5. Identification des souches appartenant a I’espéce Streptococcus salivarius subsp.

1.6. Espéeces du genre ENtErOCOCCUS. .vivuiiiriiietiieiineiinteinrosssiencosssosssosssssssssssnsssnsonns

1.6.1. ENtErOCOCCUS TABCAIIS. cvveeeeirrereeiinnreeeeereseeeecesesssescesensscccsssssssccsssnsssssennnns

2. Sélection des souches bactériocinogénes et caractérisation des bactériocines produites....

2.1. Titrage de I’activité antimicrobienne ..........ccccevviiiniiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiiciicierenne

3. Identification des substances antibactériennes comme étant des bactériocines ...............

3.1. Le facteur antibactérien produit par la souche Lb. brevis LB93.........ccccceiiivninnn.

3.1.1. Caractérisation biochimique et physicochimique ...........ccccovrveiiiiiiiieiinnnnnn.

3.1.2. Spectre d'activité

83
84

84
86
86
86
87

88

88
88
88
88
91
92
93
94
97
97
98

929
929
929
100
102
102
104
104
108



3.1.3.

B\ 00 0 2 Tt 5 1) ¢ Pt

3. 2. Facteur antibactérien produit par la souche Lb. curvatus LB65..........cccccevvverneennne.

3.2.1. Caractérisation biochimique et physicochimique .........ccccceviiiiiiiiiiniiininnn

3.2.2. Spectre d'activité ...ocevveeiiniiiniiiniiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiitiietietiaiottcintonns
R 20 0C T\ Y (071 L3 R T 2 11 1 N

3.3. Facteur antibactérien produit par la souche Lb. plantarum JB44.........ccccevvvnuenannn.

3.3.1. Caractérisation biochimique et physicochimique .........ccccvviiiiiiniiiiniiiinienns

3.3.2. Spectre d'activité .....cveueiiiniiiiniiiiniiiinnioienieisneisssarosnscsssssossassseassssnssons
RIC IR MY (171 1 R0 T4 5 (1) | D

3.4. Comparaison de la bactériocine produite par les souches sélectionnées de genre

lactobacillus avec des bactériocines produites par d'autres souches de lactobacilles...........

3.5. Facteur antibactérien produit par la souche Lc. lactis subsp. lactis JB31.................

3.5.1. Caractérisation biochimique et physicochimique ..........vvereivniieicsserccerccnenens

3.5.2. Spectre d'activite .....ooveiiiniiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiiiiiatiietiietiietintiiatcintotntonnsones
3.5.3. Mode d'aCtiOn..c.ccieiineiiniiiniiiniiieiiieiiieiietiierciatesstsssssessssscssscesssssscssensss

3. 6. Facteur antibactérien produit par la souche Lc. lactis subsp. lactis RB22................

3.6.1. Caractéristique biochimique et physicochimique...........ccccceviiiiiiiiiiiiiiiinn

3.6.2. Spectre d'activité .....ccoeinuiiiiiuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiirii ettt e e e e ae
3.6.3. Mode d'acCtion....ccoeireiniineiniiiiiieiiiiieiiiiieiieiiiiieiieeietieciecseciecnesmmesccsscsscncens

3.7. Comparaison avec des bactériocines produites par d'autres souches de Lc.

lactis........

4. Nomenclature et classification des bactériocines produites par les souches sélectionnées

5. Purification de la la curvaticine LB65 produite par la souche Lb. curvatus LB65.............

6. Stabilité biochimique de la curvaticine LB6S..........cccciiviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinnne

7. Estimation du poids moléculaire de la curvaticine LB65.........ccccccoviiiniiiniiiniiiniinnnnnee.

CONCLUSION GENERALE....ccctittitiiiiiieieiieieieieiieieiaeieteciesacsesecsasacsssassssassasanne

REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES ....ccutiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiieiiecieciecececnees

ANNEXES

111
113
113
113
114
116
116
116
117

118
119
119
119
120
121
121
121
121

122
124
126
130
131

132

135



INTRODUCTION GENERALE

Les aliments sont source d'énergie, de nutriments, de vitamines et de minéraux. Cependant,
ils peuvent aussi étre les vecteurs de transport pour de nombreux agents pathogénes causant des
infections chez I'homme. L'industrie alimentaire est trés préoccupée par la possibilité que des
micro-organismes pathogenes soient transmis aux consommateurs par les aliments qu'elle produit
et tente par tous les moyens d'empécher cette propagation (Tahiri, 2007). Les regles d'hygiene
strictes et les normes séveres associées a la transformation saine des aliments font partie de la
culture de plusieurs entreprises du domaine alimentaire. Cependant, il est difficile de contenir
entierement tous les agents pathogénes. De plus, la grande disponibilité d'aliments préts a manger
avec une longue durée de conservation augmente les risques de contamination en procurant une
plus longue période de croissance des micro-organismes contenus dans ces aliments (Dortu, 2008 ;
Huss et al., 2000).

Les moyens de lutte employés contre ces agents pathogéenes font le plus souvent appel aux
barriéres microbiologiques traditionnelles tels que le sel, les nitrates et les sorbates. Cependant, les
nouvelles tendances du marché montrent une réticence des consommateurs pour les additifs
chimiques et le sel. De plus le consommateur favorise de plus en plus le recours aux produits
naturels. Ainsi, des investigations récentes se sont orientées vers la lutte biologique qui consiste a
valoriser les produits issus du métabolisme des bactéries lactiques ayant une activité

antimicrobienne (Naghmouchi, 2007).

Les bactéries lactiques sont géneralement reconnues comme étant saines, de statut "GRAS"
(Generally Recognized As Safe) et jouent un réle important dans la fermentation et la
conservation des aliments, que ce soit en tant que microflore naturelle ou comme cultures ajoutées
sous des conditions controlées. Elles sont largement employées dans la préparation de nombreux
aliments fermentés (yaourts, laits fermentes, fromages, etc.). En plus de leur réle technologique, la
contribution la plus importante de I'ajout de ces souches au produit est I'amélioration de sa qualité
(saveur, texture) et son innocuité par l'intermédiaire de l'allongement de sa durée de vie et de
I'inhibition de la flore compétitive d'altération et des bactéries pathogénes (O'Sullivan et al.,
2002). Ces proprietés de conservation sont le résultat des propriétés inhibitrices des bactéries
lactiques qui incluent la compétition pour les nutriments, les changements physico-chimiques du
milieu, tels que I'acidification et la production de métabolites antimicrobiens. En effet, les
bactéries lactiques ont la propriété de produire de nombreuses substances antimicrobiennes telles

que les acides organiques (acide lactique), du peroxyde d'hydrogéne, du CO,, de I’acétyle, de



I'acétaldehyde et des bactériocines (Ray et Daeschel, 1994; Ring et Gatesoupe, 1998; O'Sullivan et
al., 2002). Plusieurs revues et travaux de recherche rapportent le potentiel des bactéries lactiques
utilisées comme cultures ajoutées pour inhiber des microorganismes pathogénes présents dans les
aliments (Wessels et Huss, 1996; Stiles, 1996; Cintas et al., 2001; Rodgers, 2001; O'Sullivan et
al., 2002; Katikou et al., 2007), notamment l'inhibition de L. monocytogenes en présence de
bactéries lactiques (Nilsson et al., 1999; Richard et al., 2004; Vaz-Velho et al., 2005; Vescovo et
al., 2006).

Les bactériocines sont des peptides synthétisés par les ribosomes et elles possedent une
activité bactéricide ou bactériostatique envers d'autres micro-organismes (Klaenhammer, 1993).
Ceci permet a la bactérie productrice de pouvoir éliminer certains compétiteurs potentiels présents
dans son environnement. Certaines bactériocines ne sont pas uniquement efficaces envers des
bactéries phylogéniquement semblables (Tagg et al., 1976). Elles peuvent avoir un spectre
d'activité étendu et sont en mesure d'affecter une grande variété de bactéries sans pour autant se
limiter a celles qui lui sont semblables (Stevens et al., 1991 ; Klaenhammer, 1993). A la suite de
leurs travaux sur les colicines (bactériocines de bactéries Gram-), Tagg et al., (1976) citent 5
critéres requis pour qu'une substance chimique soit dénommée bactériocine : la présence d'une
partie biologiquement active de nature protéique, un spectre d'activité inhibitrice étroit et centré
sur les especes homologues, un mode d'action bactéricide, I'adsorption a des récepteurs spécifiques
et la nature plasmidique des déterminants génétiques codant pour la production de la bactériocine
et pour l'immunité a celle-ci. Des études ultérieures ont montré que parmi les bactériocines
produites par des bactéries Gram+, et spécialement parmi celles produites par des bactéries

lactiques, les exceptions a ces criteres sont nombreuses.

L'utilisation des bactériocines dans les aliments fut introduite par Hirsch et al en 1951
(Hirsch et al., 1951) lorsqu'il démontra que la nisine était en mesure d'inhiber la croissance de
Clostridium dans un fromage fait de lait pasteurisé. Cette découverte eut comme effet de propulser
les études sur les bactériocines. En effet, grace a I'activité anti-microbienne de leurs bactériocines,
les bactéries productrices ont la capacité de diminuer la charge microbienne d'un aliment et donc
de contribuer a leur innocuité. Malgré tout, seule la nisine est autorisée a ce jour comme additif
alimentaire (Delves-Broughton, 1990). En effet, la nisine est la seule bactériocine a posséder le
statut GRAS (Generally Recognized as Sufe), décerné en 1988 par la FDA (Food and drug
Administration, 1988) des Etats-unis.



Les bactéries productrices de bactériocines sont largement répandues dans la nature, elles
ont été isolées de nombreuses sources telles que les produits laitiers (Ayad et al., 2004; Aslim et
al., 2005), les saucissons fermentés (Herranz et al., 2001; Noonpakdee et al., 2003), les produits
halieutiques (Ostergaard et al., 1998), les produits végétaux (Uhlman et al., 1992), I’ensilage
(Vlaemynck et al., 1994) et méme le tractus gastro-intestinal des mammiféres (Pattnaik et al.,
2005).

Dans ce travail, nous nous sommes intéresses a I’étude de la diversité des bactéries
lactiques productrices de bactériocines a travers la sélection de nouvelles bactéries de ce type dans
les produits laitiers fermentés de facon artisanale.

A ce titre, les objectifs de cette recherche ont éte les suivants :

# |Isoler, purifier et identifier des bactéries lactiques bactériocinogenes a partir des produits
laitiers fermentés de facon artisanale

4 Recherche et criblage des bactériocines produites par les bactéries lactiques isolées, tout en
déployant les moyens permettant d'optimiser leur production et leur détection.

4 Déterminer leurs propriétés physico-chimiques (thermosensibilité, sensibilité aux enzymes
protéolytiques, glycolytique et lipolytiques, activite a différents pH, sensibilité aux
détergents).

4 Etablir le spectre d'activité des bactériocines contre différentes espéces de bactéries Gram+
et Gram-.

4 Le développement et l'optimisation d'un protocole de purification par les techniques
chromatographiques d’une bactériocine produite par une souche lactique de notre
collection ainsi que I’estimation de son poids moléculaire par la technique d’électrophorése
en SDS- PAGE



CHAPITRE I
TAXONOMIE ET CLASSIFICATION DES BACTERIES
LACTIQUES

1. Les bactéries lactiques : historique et définition

L’utilisation de la fermentation par I’Homme remonte a des temps tres anciens. Les
premiers produits fermentés ont certainement eté obtenus par acidification spontanée des jus
végétaux (vins, bieres...) ou par contamination naturelle du lait (yaourts, fromages...). Les
premieres preuves de I’existence des produits laitiers fermentés remontent a 8000 ans avant JC
dans le croissant fertile au Moyen Orient (plaines du Nil, du Jourdain, de I’Euphrate et du Tigre),
époque ou les végétaux et les animaux sont domestiqués (Fox, 1993). La fermentation des
végétaux (vins, bieres) et la production de levain apparaissent entre 4000 et 2000 avant JC chez les
Egyptiens. La fermentation est réalisée a partir de différents types d’aliments : des végétaux
(concombres, betteraves, dattes, jus de fruits, soja, etc.), des produits animaux (viande, lait) ou du
poisson. Elle permet de conserver les aliments mais aussi de leur donner une saveur différente du

produit original.

Il faudra attendre Pasteur et ses travaux sur la fermentation en 1857 pour établir un lien
entre la fermentation lactique et les bactéries. La premiére culture bactérienne pure sera d’ailleurs
une culture de Lactococcus lactis obtenue et décrite par Joseph Lister en 1873 cité par Penaud,
(2006). Metchnikoff isole en 1904 le « bacille bulgare » (Lactobacillus delbrueckii ssp.
bulgaricus) présent dans le yaourt. Il étudie les propriétés acidifiantes des bactéries du yaourt et il
développera I’idée que les bactéries contenues dans les laits fermentés ont un effet bénéfique sur la
sante (Metchnikoff, 1907). Il plaidera en faveur de I’introduction de produits laitiers fermentés
dans le régime alimentaire et en 1905, les premiéres entreprises fabricant du yaourt a partir des

souches de I’Institut Pasteur voient le jour (Bibel, 1988).
2. Caractéristiques générales des Bactéries Lactiques

La premiére définition de bactéries lactiques (BL), basée sur la capacité des bactéries de
fermenter et de coaguler le lait, englobait les bactéries coliformes et lactiques. En 1901, Beijerinck
observe que les lactobacilles sont des bactéries a Gram positif, ce qui séparera définitivement les
bactéries lactiques (a Gram positif) des bactéries coliformes (Stiles et Holzapfel, 1997).
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Les bactéries lactiques sont donc des bactéries a Gram positif qui convertissent le pyruvate
en acide lactique pour régénérer le NAD" utilisé dans la glycolyse. A quelques exceptions pres,
elles partagent les caractéristiques suivantes : elles sont généralement immobiles, asporulées,
anaérobies mais aérotolérantes. Pour se développer, elles ont besoin de sources de carbone
organique (glucides fermentescibles) et de nombreuses bactéries lactiques ont des exigences
nutritionnelles complexes en ce qui concerne les acides aminés ou les peptides, les vitamines et les
acides gras (Prescott et al., 1999). Les bactéries lactiques peuvent avoir un métabolisme
homofermentaire (plus de 90% des produits de fermentation est de I’acide lactique),
hétérofermentaire facultatif (elles produisent de I’acide lactique ou de I’acide acétique) ou
hétérofermentaire strict (elles produisent, en plus de I’acide lactique, de I’acide acétique ou de
I’éthanol et du CO;) (Vandamme et al., 1996).

Les bacteries lactiques sont ubiquistes et on les trouve dans différentes niches écologiques
comme le lait et les produits laitiers, les végétaux, la viande, le poisson, les muqueuses humaines
et animales et dans le tractus digestif. Les bactéries lactiques utilisées dans I’alimentation sont
considérees comme non pathogenes et se voient attribuer le qualificatif anglo-saxon d’organismes
GRAS (Generally Regarded As Safe) (Adams et Marteau, 1995 ; Aguirre et Collins, 1993).
Cependant, quelques membres du genre Streptococcus et Enterococcus ainsi que d’autres

bactéries lactiques sont considérées comme pathogénes opportunistes (Aguirre et Collins 1993).

3. Taxonomie et relations phylogéniques entre genres de bactéries lactiques

Le groupe des bactéries lactiques ne peut pas étre considéré comme un groupe
phylogénetique. Elles appartiennent toutes au groupe des bactéries @ Gram positif, mais si la
plupart d’entre elles appartiennent au groupe des bactéries a Gram positif a bas G+C (phylum des
Firmicutes), le genre Bifidobacterium appartient au groupe des bacteries a Gram positif a haut
G+C (phylum des Actinomycetes) (Figure 1). Si les bifidobactéries sont phylogénétiquement
éloignées des BL sensu stricto (BL a bas G+C), elles sont tout de méme traditionnellement
incluses dans les BL car elles partagent certaines caractéristiques avec elles (elles produisent de

I’acide lactique et sont utilisées dans les laits fermentés ( Holzapfel et al., 2001).

Selon Stiles et Holzapfel (1997) et Axelsson (1998), les bactéries lactiques englobent les

genres suivants : Aerococcus, Alloicoccus, Bifidobacterium, Carnobacterium, Dolosigranulum,



Enterococcus, Globicatella, Lactobacillus, Lactococcus, Tetragenococcus, Leuconostoc,
Melissococcus, Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus, Lactosphaera, Vagococcus et Weisella.
Néanmoins, c’est surtout Carnobacterium, Enterococcus, Lactococcus, Leuconostoc, Oenococcus,
Pediococcus, Streptococcus, Weisella et a grande échelle Lactobacillus, qui ont une certaine
importance dans les aliments (Vandamme et al., 1996). La relation phylogénétique entre les
différents genres des bactéries lactiques est représentée dans la figure (01) et est basée sur la
comparaison des séquences d’ARNr 16S. Carnobacterium, Enterococcus, Vagococcus,
Aerococcus, Tetragenococcus et Lactosphaera sont étroitement apparentés les uns aux autres.
Lactococcus et Streptococcus apparaissent comme relativement apparentés, alors que

Lactobacillus est phylogénétiquement distinct.

Récemment 15 genres lactiques ont été décrits (Abiotrophia, Dolosicoccus, Ermecoccus,
Facklamia, Ignavigranum, Alkalibacterium, Allofustis, Desemzia, Granulicatella, Isobaculum,
Marinilactobacillus, Trichococcus, Atopobacter, Paralactobacillus, Oscillospira. Le genre
Lactosphaera a été reclassé comme appartenant au genre Trichococcus. Parmi ces 15 nouveaux
genres, seul Paralactobacillus est d’origine alimentaire. En effet, I’espece qui compose ce genre,
en I’occurrence Paralactobacillus selangorensis, a été isolée d’un ingrédient malaysien (Leisner et
al., 2000).

En outre, il est a signaler que le nombre d’espéces lactiques d’origine alimentaire ne cesse
d’augmenter. Tres récemment deux nouvelles espéces lactiques ont été isolées de la viande, il
s’agit de Lactobacillus versmoldensis (Krockel et al., 2003) et Vagococcus carniphilus
(Shewmaker et al., 2004). Ces deux especes ont eté respectivement isolées du saucisson cru et de
la viande hachée. Parallelement, Carnobacterium piscicola a été reclassée comme Cb.
maltaromaticum (Mora et al., 2003). Koort et al., (2004) a montré quant a lui que Lb. curvatus

subsp. melibiosus est synonyme de Lb. sakei subsp. carnosus.
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Figure 1 : Arbre consensus, basé sur I’analyse comparative des séquences ARNr, montrant les
principaux groupes phylogénétiques de bactéries lactiques a faible % G+C et les genres Gram-

positifs non reliés Bifidobacterium et Propionibacterium ( Holzapfel et al., 2001)
4. Classification des bactéries lactiques

4.1. Classification des genres

La premiere classification des bactéries lactiques a été établie en 1919 par Orla-Jensen sur
divers criteres morphologiques et physiologiques (activités catalase et nitrite réductase, type de
fermentation) (Stiles et Holzapfel, 1997). Les méthodes phénotypiques permettant la classification

des bactéries se sont ensuite étendues a la composition de la paroi, le type d’acides gras



cellulaires, le type de quinones (accepteur d’électrons). Cependant ces méthodes phénotypiques ne
rendent pas compte des relations phylogénétiques entre les groupes. En 1977, Woese et Fox
introduisent la phylogénie moléculaire basée sur la séquence des ARN ribosomiques. Cette
methode va révolutionner la taxonomie des bactéries, et la classification des BL va étre
profondément modifiée. D autres méthodes génotypiques (basées sur les acides nucléiques) sont
aussi utilisées en classification, comme le pourcentage en GC ou I’hybridation ADN/ADN
(Penaud, 2006).

L’approche consistant a prendre en compte les méthodes phénotypiques et génotypiques
s’appelle la taxonomie polyphasique (Vandamme et al., 1996). La technique de MLST (pour
Multi Locus Sequence Typing), basée sur la divergence nucléique de génes de ménage, est utilisee
pour la classification des BL pathogénes notamment les streptocoques. Cependant cette technique
n’a pas été utilisée pour d’autres BL.

Les bactéries lactiques sont un groupe de bactéries unies par une constellation de
caractéristiques, métaboliques, et physiologiques. Elles appartiennent a la lignée des Firmicutes, a
la classe des Bacilli, et a I’ordre des Lactobacillales (Garrity et Holt, 2001). Phylogénétiquement,
elles appartiennent au phylum des Clostridium des bactéries Gram-postif (G+C< 50 mol%). En
outre, bien qu’il y ait des applications de certaines souches du genre Sporolactobacillus, en
I’occurrence S. cellulosolvens ou S. inulinus, dans la fermentation conduisant a la production
d’acide lactique (Kanwar et al., 1995 ; Abelyan,1997), les sporolactobacilles ne sont pas des

bactéries lactiques.

La classification la plus récente des bactéries lactiques suggére la subdivision de groupe
lactique en plusieurs genres: Enterococcus, Lactococcus, Vagococcus, Streptococcus,
Pediococcus, Leuconostoc, Aerococcus, Lactobacillus et Carnobacterium (Axelsson, 1998;
Leisner et al., 2000).

La différenciation entre ces genres est basée sur des critéres physiologiques, biochimiques

et morphologiques regroupés dans le tableau 01.

4.1.1. Les genres Enterococcus, Lactococcus, Streptococcus et Vagococcus.

Les différentes espéces appartenant a ces genres étaient, il y a encore peu de temps,
regroupées en un seul genre qui est Streptococcus. Ce genre regroupe de nombreuses bactéries en



forme de coques et ayant pour principales caractéristiques : Gram+, asporogénes, métabolisme
homofermentaire produisant principalement de I’acide lactique et un contenu en CG% de 35% a
46%. La présence dans leur enveloppe d’antigene spécifique a été d’une grande utilité dans leur

identification et leur classification par groupes sérologiques de Lancefield (1933) (Kandler &
Weiss , 1986 ; Collins et al. , 1987).



Schleifer & Kilper-Balz (1987) ont proposé de subdiviser le genre Streptococcus en 4 genres. |l
s’agit de Streptococcus sensu stricto, Lactococcus, Vagococcus et Enterococcus.
Le genre Sreptococcus sensu stricto comprend la majorité des espéces et en particulier :
e Le groupe pyogénes: comprend 5 espéces a et/ou B hémolytique, pathogénes pour
I’homme et/ou les animaux.
e Le groupe oralis comprend : Sc. viridans , Sc. mitior , Sc. intermedius , Sc. pneumoniae
souvent o hémolytiques pathogénes opportunistes.
e Le groupe des autres streptocoques et en particulier Sc. salivarius subsp. salivarius qui est
étroitement apparenté a Sc. thermophilus. C’est la raison pour laquelle Farrrow & Collins,
(1984) proposent de considérer Sc. thermophilus comme sous espéce de Sc. salivarius.
Cette proposition était renforcée par les résultats d’étude de I’hybridation ADN / ADN
(Axelsson , 1998).

Le groupe des Lactocoques correspond aux streptocoques mésophiles de la flore lactique. En
dehors des cing especes actuellement reconnues seule I’espéce Lactococcus lactis est utilisée en
industrie laitiére. Cependant pour I’espéce Lactococcus lactis trois sous espéces ont été attribuées :
Lactococcus lactis subsp. Lactis, Lactococcus lactis subsp. cremoris, Lactococcus lactis subsp.
diacetylactis. Seules les deux premieres Lactococcus lactis subsp. Lactis et Lactococcus lactis

subsp. cremoris sont importantes dans I’industrie laitiére (Axelsson , 1998).

La capacité des lactocoques a croitre a une température de 10°C et pas a 45°C est une
caractéristique qui les distingue des autres Enterococcus des Streptococcus. La plupart des

lactocoques réagissent avec les anti-sérums du groupe N (Desmazeaud, 1992).

Le genre Enterococcus de groupe sérologique D, présent dans le tube digestif de I’lhnomme et
des animaux et dont certaines espéces sont pathogenes opportunistes, le genre Enterococcus
n’était pas inclus dans la classification de Bergey, cependant quelques especes étaient incluses
dans le genre Streptococcus.

Schleifer & Kilpper-Bélz (1987) ont proposé de transférer certaines especes du genre
Streptococcus dans le nouveau genre: Enterococcus. Il s’agit de Streptococcus faecalis, et
Streptococcus faecium, qui sont devenues ainsi Enterococcus faecalis (espece type ) , et

Enterococcus feacium (Leclerc et al., 1996).
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Enfin , les traits phénotypiques caractéristiques des Enterococcus ( croissance entre 10°C et
45°C , en présence 6,5% de NaCl et a pH 9,2) ont été confirmés par des études sur I’hybridation
ADN/ADN et sur le catalogue de ARN,.16s ( Gasser et al., 1994 ) .

Le troisieme groupe des Streptocoques, regroupant des coques présentant une ciliature
péritriche, a été désigné sous les noms de "streptocoques lactiques mobiles™ ou de "streptocoques
mobiles du groupe N" ou de "lactocoques mobiles” ou de "souches apparentées a Lactococcus
lactis”. L'étude de la séquence de I'ARNr 16S a permis a Collins et al., (1990 ) de placer ces
coques mobiles dans un nouveau genre, le genre Vagococcus, phylogénétiquement proche des
genres Enterococcus et Carnobacterium. Initialement, le genre Vagococcus comprenait une seule
espece, Vagococcus fluvialis. Ultérieurement, cing nouvelles especes ont été incluses dans ce
genre sur la base d'études phylogénétiques et/ou des hybridations ADN/ADN : Vagococcus
carniphilus, Vagococcus elongatus, Vagococcus fessus, Vagococcus lutrae et Vagococcus

salmoninarum (Aguirre et Collins, 1992).

Les souches mobiles de Vagococcus ssp se différencient des entérocoques mobiles
(Enterococcus casseliflavus, Enterococcus flavescens, Enterococcus gallinarum) par leur
incapacité a acidifier le L-arabinose et le raffinose. Les espéces de ce genre récemment decrites se
confondent facilement avec les lactocoques et se distinguent principalement par leur composition

en acides gras et leur mobilité (Collins et al., 1990 ).

4.1.2. Les genres Aerococcus, Pediococcus et Tetragenococcus

Les pediocoques sont formés de cellules groupées en paires ou en tétrades. Il s’agit de
bactéries microaérophiles, leur métabolisme homofermentaire produit principalement de I’acide
DL lactique, bien que I’acide L (+) lactique prédomine ( Garvie, 1986 ; Deroissard , 1994 ; Holt et
al., 1994).

L’etude de la composition en bases de I’ADN, montre que les pediocoques ont un GC%
compris entre 37,8% - 41,2% contre 42,0 — 43,2% pour les streptocoques. D’autre part la nature
du peptidoglycane constitue un critere important qui distingue le genre Pediococcus du genre
Streptococcus. Actuellement, les tests immunologiques de précipitation sont d’une grande
importance, ils sont utilisés pour trancher entre les différentes especes de deux genres. Les especes
se différencient par leur tolérance a la température, au pH et au NaCl et par leur spectre

fermentaire. Les différentes espéeces du genre Pediococcus sont présentes dans les végetaux en
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décomposition, parfois dans les boissons : biere, cidre et vin. P. pentasaceus avec P. acidilactici
sont bien représentées dans les matieres végétales mais peuvent aussi étre trouvées dans le lait et

les produits laitiers (Simpson et Taguchi 1995).

Le genre Aerococcus a été proposé en 1953 pour classer des coques a Gram positif,
catalase négative, aero-anaérobies, se différenciant des streptocoques par son mode de
groupement. Les souches d'Aerococcus ssp se présentent sous la forme de coques a Gram positif,
immobiles, groupés en tétrades ou en amas. Aerococcus viridans est souvent considérée comme
un simple contaminant de I’air et cette bactérie est également présente dans divers prélévements :
eau douce et eau de mer, sol, sédiments marins, végétaux, produits d’origine animale (Vela et al.,
2007).

Le genre Tetragenococcus regroupe des souches étroitement apparentées a I’espece
Pediococcus halophilus. Une seule espéce a été recemment reconnue, il s’agit de Tetragenococcus
halophilus (Collinsetal., 1990) .

Il & été démontré, qu’en plus de leur tolérance extréme au sel (>18% de NaCl), qui les
distingue des autres bactéries lactiques ; Tetragenococcus a besoin de sel pour sa croissance,
généralement 5% de NaCl, c’est la raison pour laquelle cette espece s’est avérée tres importante
dans la fabrication des produits fermentés et surtout ceux contenant une concentration élevée en
sel (Garvie, 1986).

4.1.3. Le genre Leuconostoc, Oenococcus et Weissella

Les cellules de Leuconostoc sont des coques en paires ou en chaines comme les
streptocoques mais les Leuconostoc sont des bactéries hétérofermentaires produisant de I’acide D
(-) lactique, de I’éthanol et du CO,. Des études phylogénétiques, basées sur les séquences des
ARNr 16S et 23S, ont montré que les espéces du genre Leuconostoc sont hétérogenes et peuvent
étre divisées en trois groupes : un groupe comprenant Leuconostoc paramesenteroides, un groupe
formé par Leuconostoc oeni (actuellement reclassé dans le genre Oenococcus) et un groupe
rassemblant Leuconostoc mesenteroides (espece type du genre) ainsi que les autres especes du
genre Leuconostoc. Ces études révélaient également que cing espéces hétérofermentaires du genre
Lactobacillus (Lactobacillus confusus, Lactobacillus halotolerans, Lactobacillus kandleri,
Lactobacillus minor et Lactobacillus viridescens) étaient apparentées a Leuconostoc

paramesenteroides (Martinez- Muracia et Collins, 1990).
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En 1993, Collins et al., réalisent une étude taxonomique sur des souches bactériennes
ressemblant a des Leuconostoc ssp. et isolées de saucissons secs fabriqués en Grece. L'étude des
séquences des ARNr 16S a permet de classer ces souches dans le groupe constitué par
Leuconostoc paramesenteroides et les cinq especes de lactobacilles hétérofermentaires. En se
basant sur les résultats de leur étude et sur les résultats des études antérieures, Collins et al.(1990)
transferent I'ensemble de ces espéces dans le nouveau genre Weissella et ils proposent la création
de six nouvelles combinaisons (Weissella confusa, Weissella halotolerans, Weissella kandlerti,
Weissella minor, Weissella viridescens et Weissella paramesenteroides) pour reclasser
Lactobacillus confusus, Lactobacillus halotolerans, Lactobacillus kandleri, Lactobacillus minor,
Lactobacillus viridescens et Leuconostoc paramesenteroides ainsi que la création d'une nouvelle

espece (Weissella hellenica) pour les souches isolées de saucissons grecs (Walter et al., 2001) .

Les especes du genre Weissella sont constituées de courts bacilles ou de coccobacilles ou
des coques ovoides, a Gram positif, se présentant de maniere isolée ou groupés par deux ou en
courtes chaines, non sporulés, immobiles, possédant un peptidoglycane du type A3alpha, catalase
négative (Walter et al., 2001).

4.1.4. Le genre Lactobacillus et Carnobacterium

Les lactobacilles et les Carnobacteriums, sont des bactéries Gram®, polymorphes
asporogeénes, non pigmentées, immobiles (sauf Lb. agilis), catalase’, nitrate’, gélatine-, leur
morphologie va de cocci plus ou moins allongées a des formes longues, ce qui les rend parfois

difficile a les distinguer des Leuconostoc. Leur GC% varie de 32 a 53% ( Axelsson , 1998) .

Quant a leur classification, la division du genre Lactobacillus en trois sous genres,
Thermobacterium, Streptobacterium et Betabacterium, a été proposé pour la premiere fois par
Orla Jensen (1919). Cette classification tenait compte essentiellement de la répartition des voies de

fermentation chez ces bactéries.

Actuellement, cette classification des sous genres a disparue de la derniére édition du Bergey’s
manuel ( Kandler & Weiss , 1986 ) . Cette méme classification a été reprise, mais sous une forme
numérotée. Ainsi, on distingue dans le tableau 02 trois groupes de bactéries lactiques classées en
fonction de leurs caracteéristiques fermentaires (Schleifer, & Ludwig 1995 ; Axellsson, 1998).
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a) Les Lactobacilles homofermentaires stricts (ancien sous-genre : Thermobacterium) qui
utilisent le glucose grace a la voie homofermentaire d'Embden-Meyerhof-Parnas. Leur seul
produit final étant I’acide lactique (D ou L). Ils ne métabolisent pas les pentoses et ne
dégagent pas de CO; lors de la fermentation du glucose ou du gluconate. La production de

I’acide lactique est supérieure a 85% a partir du glucose

b) Les Lactobacillus hétérofermentaires facultatifs (ancien sous-genre : Streptobacterium)
peuvent changer de voie en fonction du substrat. 1ls métabolisent le glucose en acide
lactique grace a la voie homofermentaire d'Embden-Meyerhof-Parnas et dégradent les
pentoses par la voie hétérofermentaire des pentoses phosphate. Ils ne produisent pas de
CO; lors de la fermentation du glucose, mais ils en produisent lors de la fermentation du

gluconate.

c) Les Lactobacilles hétérofermentaires stricts (ancien sous-genre : Betabacterium) qui
fermentent le glucose en acide lactique, CO, et acide acétique ou éthanol via la voie
hétérofermentaire de la 6-phosphogluconate déshydrogénase/phosphocétolase et qui
dégradent les pentoses en acide acetique et en acide lactique via la voie hétérofermentative
de la glycéraldéhyde-3-phosphate/pyruvate kinase/lactate déshydrogénase. Ces bactéries
produisent du CO, lors de la fermentation du glucose et du gluconate. La production de
I’acide lactique est d’environ 50% avec des quantités importantes en acide acétique,
éthanol et CO; ;

Tableau 02 : Classification des groupes du genre lactobacillus ( Axellsson, 1998).

Groupe | Groupe Il Groupe 111
Caracteres Homofermentaires Hétérofermentaires Héterofermentaires
facultatifs obligatoires
Fermentation des pentoses - + +
Glucose (production de COy) - - +
Gluconate (production de CO5,) - + +
FDP aldolase + + -
Phsphocétolase - + +
Especes Lb. acidophilus Lb. casei Lb. brevis
Lb. delbruekii Lb. curvatus Lb. buchneri
Lb. helveticus Lb. plantarum Lb. fermentum
Lb.salivarius Lb. sake Lb. reuteri

Le genre Carnobacterium est constitué de bacilles minces, droits ou Iégerement incurvés, a

Gram positif, se présentant de maniére isolée ou groupée par deux ou parfois en courtes chaines. Il
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est non sporulé, mobile ou immobile, aéro-anaérobie facultatif, catalase négative, oxydase
négative, nitrate réductase négative, a métabolisme fermentatif (production d'acide lactique). Les
Carnobacterium sont incapables de croitre sur des milieux a base d'acétate, ne peuvent pas croitre
ni en présence de 8 % NaCl ni a 45°C et peuvent croitre & 10°C et parfois & 0°C. Il est difficile de
distinguer le genre Carnobacterium du genre Lactobacillus. On peut noter que les
Carnobacterium ssp. ne se développent pas sur les milieux a l'acétate de Rogosa et sont capables
de se développer a des pH plus élevés que ceux des Lactobacillus ssp. (Croissance possible jusqu'a
pH 9,1). Ils sont parfois mobiles (Cb. alterfunditum, Cb. funditum, Cb. inhibens et Cb. mobile), et
produisent principalement de I'acide L-lactique. Leur principal acide gras est l'acide oléique et leur
peptidoglycane est du type Al gamma. (Collins et al., 1987).

En 1991, le genre Carnobacterium s'est enrichi de deux espéces (Cbh. funditum et Ch.
alterfunditum) (Franzmann et al., 1991). Joborn et al., (1999) ont proposé I’espece Cb. inhibens
pour identifier une souche isolée du tube digestif d'un saumon de I'Atlantique (Salmo salar), en se
basant sur l'analyse de la séquence des ARNr 16S et des caractéres phénotypiques. La
nomenclature de Cb. viridans a été publiée pour trois souches isolées d'une sauce bolonaise

emballée sous vide (Holley et al., 2002).
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CHAPITRE IT
METHODES D ITDENTIFICATION ET DE CLASSIFICATION
DES BACTERIES LACTIQUES

1. Méthodes d’identification des bactéries lactiques

Les bactéries lactiques ont de nombreuses propriétés métaboliques dont les industriels et
les nutritionnistes cherchent a tirer le meilleur parti. Ces propriétés (technologiques, sensorielles,
antimicrobiennes ou probiotiques) sont spécifiques de I’espece ou de la souche bactérienne, ce qui
implique qu’on puisse les mettre en évidence par des techniques d’identification et de
différenciation, cela est d’autant plus important que certaines bactéries lactiques ont un caractere

pathogene (par exemple : streptocoques type D).
1.1. Analyse phénotypique

Les tests traditionnels phénotypiques constituent la base de description et de
différenciation des bactéries lactiques. Différents tests clefs sont largement adoptés. La
morphologie ainsi que les méthodes physiologiques, métaboliques/biochimiques et
chimiotaxonomiques sont les plus utilisées. Les méthodes physiologiques incluent,
principalement, la croissance a certaines températures, a certaines concentrations de sel et sur
géelose citratée. Les méthodes metaboliques ou biochimiques incluent, principalement, la
production de gaz a partir de glucose (Sperber et Swan, 1976), le profil d’hydrolyse des sucres,
I’hydrolyse de I’arginine (Montel et Champomier, 1987) et la détermination de la configuration de
I’acide lactique (Gutmann et Wahlfeld, 1974). Les méthodes chimiotaxonomiques incluent,
principalement, la détection de I’acide meso-diaminopimélique (MDAP) dans le peptidoglycane
(Bousfield et al., 1985 ; Marconi et al., 2000).

Schillinger et Lucke (1987) ont été les premiers & proposer une clef d’identification des
bactéries lactiques basée sur la comparaison des caracteristiques physiologiques et biochimiques
typiques des différentes espéces. Néanmoins cette clef permettait uniquement d’orienter
I’identification et non une identification précise. Elle différenciait aussi entre Lactobacillus carnis
et Lactobacillus piscicola alors que ces microorganismes ont été génétiquement désignés comme
Cb. maltaromaticum (ex. Cb. Piscicola) (Collins et al., 1987). Montel et al., (1991) ont propose

par la suite une simple clef pour [I’identification des Lactobacillus et Carnobacterium
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homofermentaires (figure 02). Cette clef, basée sur des tests biochimiques, physiologiques et
chimiotaxonomiques mentionnes précédemment, a été vérifiee par hybridation ADN/ADN et reste
encore valable, si ce n’est le fait que Lactobacillus viridescens et Lactobacillus halotolerans ont
été reclasse dans un autre genre, en I’occurrence Weissella (Collins et al., 1993). Aussi, Cb.
piscicola a été reclassé comme Ch. moltaromaticum (Mora et al., 2003).

1.2. Méthodes chimio-taxonomiques
1.2.1. Analyse des proteéines cellulaires solubles par électrophorése en gel de polyacrylamide
(PAGE)

Le principe de cette méthode repose sur le fait que deux souches bactériennes possedent un
niveau d’hybridation ADN-ADN de 90 a 100% et cultivees dans les mémes conditions, produisent
un méme ensemble de protéines visualisé sous la forme d’une empreinte. Ainsi leurs
électrophorégrammes (ou profils protéiques) résultant de la séparation du melange de protéines
cellulaires par électrophorese en gel de polyacrylamide (PAGE) ne présenteront que des
différences minimes. Les souches partageant une homologie d’ADN d’au moins 70%, présentent
des empreintes protéiques ayant aussi un niveau élevé de similitude et produisent des
électrophorégrammes encore assez semblables (Kersters, 1985). Des banques de profils ont été
créées grace au développement d’un protocole tres standardisé (Pot et al., 1994) et d’outils
informatiques adaptés facilitant les comparaisons et les regroupements a I’aide de coefficients de
similitude (Vauterin et Vauterin, 1992). L’électrophorése des protéines est donc une méthode trés
sensible qui permet de différencier les bactéries lactiques a un niveau taxonomique fin, en
I’occurrence la sous-espece ou la souche (Gatti et al., 2001) . Cette méthode a été appliquée pour
la différenciation entre Lb. sakei et Lb. curvatus isolées de produits carnés fermentés (Dykes et
al.,1995).

1.2.2. Analyse des acides gras de paroi par chromatographie en phase gazeuse

L’analyse des acides gras (A.G) des parois bactériennes par [I’utilisation de la
chromatographie en phase gazeuse est une méthode rapide, sensible et sélective, permettant
I’identification des bactéries lactiques moyennant une comparaison des chromatogrammes obtenus
a des banques de données de profils d’A.G (Dykes et al., 1995). Néanmoins les conditions de
culture (apport nutritionnel, température de croissance, age de la culture) doivent étre bien établies
et normalisées (Gilarova et al., 1994).
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Les bactéries lactiques contiennent différents types d’A.G. Les lactobacilles et les
pédiocoques sont principalement caractérisés par une prépondérance d’A.G a longues chaines
linéaires saturées ou mono-insaturées, tres souvent a nombre pair d’atomes de carbone et d’A.G
cyclopropanoiques. Les A.G a chaines ramifiées iso ou antesio et les A.G hydroxyliques ou
polyinsaturés sont absents de ce type de bactéries (ou a I’état de traces) (Rizzo et al., 19987 ;
Rementzis et Samelis, 1996). Cette méthode a été utilisée pour la différenciation entre Lb. sakei et

Lb. curvatus isolées de produits carnés fermentés (Rementzis et Samelis, 1996).

1.3. Méthodes étudiant la structure des acides nucléiques

1.3.1. Contenu en guanine et cytosine de I’ADN chromosomique

L’intérét de la mesure du contenu en G+C (mol%) est lié a la grande diversité de la
composition en guanine et en cytosine de I’ADN des microorganismes, puisqu’elle va de 25%
pour Mycoplasma capricolum a 75% pour Micococcus luteus (Muto et Osawa, 1987). On peut
conclure que deux isolats bactériens sont d’espéces différentes que si la différence de leur contenu
G+C est d’au moins 5% ; toutefois, deux souches ayant le méme G+C ne sont pas forcément
semblables parce que cette valeur ne prend pas en compte I’arrangement linéaire des nucléotides
dans I’ADN.

Le contenu GC des bactéries lactiques est généralement inférieur a 50 mol% étant donné
gu’elles appartiennent au phylum Clostridium. Le genre Lactobacillus montre une grande diversité
génétique. En effet, le contenu GC varie entre un minimum de 32% pour Lactobacillus mali et un
maximum de 54% pour Lactobacillus fermentum ou Lactobacillus pontis. Cette amplitude est
deux fois plus grande que le seuil de 10% proposé pour I’identité du genre (schleifer et
Stackebrandt, 1983). En outre, ces contenus GC maximum excédent les 50 mol% proposés comme
seuil de séparation entre les phylums des Clostridium et des Actinomyces. (Champonier-Vergés et
al., 2002).

1.3.2. Hybridation ADN-ADN

L’hybridation ADN-ADN repose sur la dénaturation de molécules d’ADN totaux
appartenant a deux souches, puis a leur réappariement. La formation d’hétéroduplex (brin de
chaque souche) sera gouvernée par le degré de ressemblance des deux génomes. Le pourcentage
de réassociations hétérologues est ensuite calculé. La stabilité thermique est également un

parameétre important car elle permet de mesurer le degré de mauvais réappariement au sein de
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I’hétéroduplex. Il est généralement admis qu’au dessus de 70% d’homologie, deux souches font
partie de la méme espece. Néeanmoins, le niveau exact permettant d’affirmer que deux bactéries

sont d’especes différentes varie selon le genre bactérien (Zakrzewska-Czerwinska et al., 1988).

Cette méthode a été utilisée pour I’identification des bactéries lactiques fréquemment
isolées de la viande. En I’occurrence Lb. sakei, Lb. plantarum, Lb. farciminis, Lb. alimentarius,
Weissella halotolerans, W. viridescens, Leuconostoc mesenteroides, Cb. divergens et Ch. piscicola
(Montel et al., 1991)

1.3.3. Séquencage de I’ARNr 16S

Les séquences ribosomiques refletent le génotype des bactéries. La stratégie de séquencer
I”’ARNr contenant des morceaux de régions variables et d’effectuer une analyse comparative de la
séquence avec celles contenues dans des bases de données déja existantes permet de déterminer
les régions présentant une variabilité. Ces régions variables sont utilisées pour la synthése de

sondes olygonucléotidiques ou amorces PCR.

C’est principalement I’ARNr 16S pour lequel un grand nombre de séquences sont données.
Bien que la région de I’ARNr 16S spécifique a I’espece est localisée dans les régions V1 a V3,
I’identification est plus précise, si tout le géne est séquencé (Stackebrandt et Goebel, 1994). Dans
certains cas, I’analyse de séquence de la région entre les genes 16S et 23S (Intergenic Spacer
Region = ITS) a une expression beaucoup plus forte concernant la spécificité de I’espéce, que
I’ARNr 16S lui méme et souvent des especes comme Lb. plantarum, Lb. pentosus et Lb.
pseudoplantarum ou Lb. casei et Lb. rhamnosus peuvent étre discriminées (Berthier et Ehrlich,
1998). D’autres genes spécifiques au genre (Ke et al., 1999) ou a I’espéce (Dutka-Malen et al.,

1995) ont été séquencés.

Ainsi, des amorces espéce-spécifiques ont été développées pour la plupart des bactéries
lactiques fréqguemment isolées de la viande et des produits carnés : Lb. sakei, Lb. curvatus, Lb.
plantarum (Berthier et Ehrlich, 1998), Lb. farciminis, Lb. alimentarius (Rachman et al., 2003),
Cb. Divergens, Cb. Pisicola (Rachman et al., 2004), Ec. Faecium (Dutka-Malen et al., 1995), Ln.

Mesentroides subsp. mesentroides (Moschetti et al., 2000).
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CHAPITRE III

CHAPITRE 111
POTENTIELS INDUSTRIELS ET TECHNOLOGIQUES DES BACTERIES
LACTIQUES

1. Utilisations industrielles des bactéries lactiques

Les caractéristiques métaboliques des bactéries lactiques en font des acteurs indispensables
au cours des fermentations alimentaires. Les bactéries lactiques sont classiquement impliquées
dans un grand nombre de fermentations alimentaires, seules ou avec d’autres micro-organismes
(transformation du lait, boissons fermentées, salaison, fermentation des végétaux), et sont
également étroitement associées a 1I’environnement humain (Tableau 03). Le principal atout de ces
bactéries réside donc dans leur capacité a acidifier les produits alimentaires. Le L- acide lactique,
qui est le produit principal du métabolisme fermentaire, joue un rdéle majeur dans la
conservation des aliments puisqu’il inhibe fortement la croissance des bactéries pathogénes a bas
pH (Stiles, 1996). 1l a également un role direct dans I’industrie laitiére puisqu’il permet la formation
du caillé a bas pH. Les bactéries lactiques participent également a la texture (production
d’éxopolysaccharides) et a la saveur des produits laitiers. Les ardmes sont multiples, parfois
indésirables (amines biogénes) et peuvent provenir d’origines diverses, soit du catabolisme des
hydrates de carbone présents dans le lait (lactose, citrate.), soit du métabolisme des acides

aminés ou encore des maticres grasses (Moroni, 2007).

De nos jours, les bactéries lactiques font [’objet de recherches intensives qui sont
améliorées par la disponibilit¢ de la séquence compléte du génome de nombreuses bactéries
lactiques : Lactococcus lactis IL1403 (Bolotin et al., 2001), Lactobacillus plantarum WCFSI1
(Kleerebezem et al., 2003), Lactobacillus johnsonii NCC 533 (Pridmore et al., 2004),
Lactobacillus acidophilus NCFM (Altermann et al.,, 2005). La production sans cesse en
augmentation de produits laitiers fermentés et surtout de fromage, 18 millions de tonnes en 2004
alors que seulement 15 millions de tonnes étaient produites en 1999 (source statistique FAO cité par
Dortu, 2008), conduit aujourd’hui a une rationalisation indispensable de 1’utilisation des ferments
lactiques dans I’industrie. Les technologies laitiéres constituent le secteur principal d’application des

bactéries lactiques. La compréhension de la physiologie de ces micro-organismes contribue ainsi a
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un meilleur contréle des procédés de méme qu’a I’amélioration et a la diversification des qualités

organoleptiques et texturales des produits laitiers fermentés.

Pour cela diverses stratégies ont été mises en place, il s’agit tout d’abord d’une meilleure
sélection des souches et leur utilisation en mélanges complexes dans des levains de culture. Une
optimisation métabolique des souches a également été envisagée afin d’augmenter la production
d’ar6mes (Hugenholtz et al., 2000), de polysaccharides, de vitamines ou encore de la protéolyse des

protéines du lait.

Les bactéries lactiques sont également impliquées dans de nouveaux types de produits en tant
que «probiotiques». Il s’agit de micro-organismes vivants qui une fois ingérés, vont conférer un
effet physiologique bénéfique a leur hote animal grace a leurs propriétés microbiennes (Fuller,
1992). Les genres Lactobacillus, Bifidobacterium et Enterococcus abritent des espéces considérées
comme probiotiques (Gordin et Gorbach, 1992). D’autres bactéries, qui ne colonisent pas
naturellement le tractus digestif des mammiféres, mais sont utilisées comme starters dans
I’industrie laitiére sont également considérées comme des probiotiques, Lb. bulgaricus et St.
thermophilus. Leur classification dans les probiotiques ainsi que parmi les microorganismes GRAS
fait de ces bactéries des acteurs potentiellement importants dans les domaines de la médecine et de
la santé : amélioration de la digestion du lactose, stimulation du systéme immunitaire, vecteurs de

molécules a effets thérapeutiques.
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Tableau 03 : Utilisations des bactéries lactiques dans la fermentation alimentaire et exemples des

especes prédominantes (d’apres McKay et Baldwin, 1990).

Applications Espéces utilisées

Fermentations des végétaux Ln. mesenteroides, P. pentosaceus, Lb. plantarum

Fermentations de viandes et poissons | Lb. plantarum, P. acidilactici

Boissons alcoolisées Oenococcus oeni , Lb. delbruekii

Café et cacao Bactéries lactiques variées

Sauce de Soja Lb. delbruekii, P. soyae

Aliments fermentés indigénes Bactéries lactiques variées

Ensilage Lb. plantarum

Probiotiques Lb. acidophilus Lb. casei

Pain au levain Lb. plantarum, Lb. brevis, Lb. sanfranciscensis,
Lb. fermentum

Biscuits Lb. plantarum, Lb.brevis, Lb. leichmannii, Lb.
casel

Produits laitiers fermentés Lc. lactis subsp lactis , Lc. lactis subsp cremoris,
Lc. lactis subsp latis biovar diacetylactis, Ln.
mesenteroides subsp cremoris, Ln.lactis, St.
thermiphilus, Lb. delbruekii subsp. bulgaricus,
Lb. helveticus, Lb. casei, Lb. acidophilus

2. Roles probiotiques des bactéries lactiques

2.1. Critéres de sélection des souches probiotiques

La notion de " probiotiques" a été développée grace aux travaux de Metchnikoff (1907) qui
avait constaté que les paysans bulgares, grands consommateurs de laits fermentés, vivaient trés
vieux et en bonne santé. Ainsi, Metchnikoff avait proposé 1’ingestion de bactéries vivantes,
particuliérement des bactéries lactiques, pour réduire les désordres intestinaux et améliorer I’hygiéne

digestive, et donc augmenter 1’espérance de vie (Gournier-Chateau et al., 1994).

Le terme probiotique dérive des deux mots grecs " pros" et " bios" qui signifient littéralement
"pour la vie" contrairement au terme antibiotique signifiant "contre la vie". Ce terme a été introduit
pour la premiére fois par Lilly et Stillwell (1965) pour décrire des substances produites par un
microorganisme et stimulant la croissance d’autres microorganismes. Depuis, plusieurs définitions

ont ét¢ données aux probiotiques dépendamment de leurs effets sur la santé. Selon Parker (1974), «
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probiotiques » désigne les microorganismes et les substances qui contribuent au maintien de
I’équilibre de la flore intestinale. Cette définition englobant les microorganismes et les métabolites
microbiens produits (les antibiotiques), a ¢ét¢ modifiée par Fuller (1989) qui redéfinit les
probiotiques comme ¢étant : "des préparations microbiennes vivantes utilisées comme additif
alimentaire et qui ont une action bénéfique sur l'animal héte en améliorant la digestion et I'hygiéne
intestinale". Enfin, selon la définition adoptée par le groupe de travail mixte formé par
I’Organisation des Nations Unies (ONU) pour I’agriculture et ’alimentation et 1’Organisation
Mondiale pour la Sant¢ (OMS) (Rapport du FAO/WHO, 2002), les probiotiques sont « des
microorganismes vivants administrés en quantités adéquates et qui sont bénéfiques pour la santé de

I’héte » (Amrouche, 2005).

De facon plus spécifique, pour qu’un organisme soit considéré comme étant potentiellement

probiotique, il doit présenter les caractéristiques suivantes :

Etre un habitant naturel de I’intestin,
Etre capable de coloniser le milieu intestinal, persister et se multiplier

Adhérer aux cellules intestinales et exclure ou réduire 1’adhérence des pathogénes

- F + &

Avoir un métabolisme actif et produire des substances inhibant les pathogenes (acides,
H202, bactériocines...)

Etre non invasif, non carcinogéne et non pathogéne

Etre capable de co-agréger pour former une flore normale équilibrée

Survivre aux différents procédés technologiques de production

-+ + #

Garder sa viabilité dans l'aliment et durant le transit intestinal (Stanton et al., 2001).

Dans toutes les définitions prononcées, la notion de viabilité apparait comme un critere de
sélection important. Cependant, cette notion demeure trés controversée puisque des études récentes,
ont clairement démontré que méme les souches non viables de probiotiques sont capables d’exercer
certains effets positifs sur la santé entre autre la stimulation de certaines fonctions immunitaires,
I’inhibition de 1’adhésion et I’invasion de certains pathogénes (Ouwehand et al., 1999). Ceci
laisserait donc envisager une éventuelle redéfinition des probiotiques ou la notion de viabilité sera a

reconsidérer.
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2. 2. Les probiotiques et leurs effets bénéfiques sur la santé

Différents effets positifs sont ainsi attribués aux probiotiques. Cependant, des études doivent
encore étre réalisées afin de confirmer certains bienfaits. Ces effets sont décrits dans le tableau 04 et

expliqués ci-dessous.

Il est & noter que la validité scientifique de ces effets bénéfiques est trés variable. Pour
certains effets, des preuves scientifiques irréfutables appuyées par des études cliniques existent et

permettent d’attribuer certaines allégations-santé aux produits probiotiques (Moroni, 2007).

Tableau 04 : Effets positifs des probiotiques sur la santé (effets probables ou suspectés) (Moroni,
2007)

Evidences scientifiques fortes

Effets des probiotiques Mécanismes des probiotiques
Aide a la digestion du lactose = Action de la - galactosidase bactérienne
Réduction du risque des diarrhées = Activité antipathogene

= Stimulation du systéme immunitaire

= Amélioration de la fonction barriére de la muqueuse
Diminution des allergies alimentaires » Stimulation du systéme immunitaire
= Dégradation des protéines allergeénes

Evidences scientifiques prometteuses

Effets des probiotiques Mécanismes des probiotiques

Activité hypocholestérolémiante = Assimilation du cholestérol
= Déconjugaison des sels biliaires

* Production de composés antimutageniques

prévention du cancer du cdlon = Modulation des enzymes fécales carcinogéniques
= Stimulation du systéme immunitaire
Résistance contre les maladies = Activité antipathogene
inflammatoires et irritables des = Stimulation du systéme immunitaire
intestins
Diminution  des  infections a = Activité antipathogene
Helicobacter pyroli
Effet antihypertenseur = Action des peptidases sur les protéines du lait

donnant des peptides bioactifs
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a) Les probiotiques et les infections gastro-intestinales : des études cliniques ont démontré que
des infections gastro-intestinales causées par Helicobacter pylori, la diarrhée du voyageur, diarrhée
due aux rotavirus, diarrhée-associée aux antibiotiques comme celle causée par Clostridium difficile,
peuvent étre contrecarrées avec succes par l’utilisation de probiotiques (Mercenier et al., 2002;
Wang et al., 2004 ; Plummer et al., 2004). A titre d’exemple Wang et al., (2004) ont rapporté que la
consommation réguliere de yogourt additionné de Lactobacillus acidophilus La5 ou de
Bifidobacterium lactis Bb12 induit une suppression effective de I’infection due a H. pylori. Tandis
que Rosenfeldt et al., (2002) ont mentionné que des souches de Lb. rhamnosus et Lb. reuteri ont

permis de traiter des gastro-entérites a rotavirus chez des enfants hospitalisés.

b) Les probiotiques et I’intolérance au lactose : il a été rapporté que la consommation de lait ou
de yogourt enrichis en probiotiques améliore 1’absorption de lactose chez les patients déficients en
lactase et réduit les symptomes digestifs dus a l’intolérance au lactose. Jiang et al., (1996) ont
démontré que la consommation de lait contenant des souches de Bifidobacterium longum réduit les
symptomes du mal absorption de lactose chez des sujets humains suite a une ¢lévation de la

sécrétion de - galactosidase.

c) Les probiotiques et le cholestérol : des études préliminaires ont révélé que la consommation de
yogourt ou de lait fermenté contenant des probiotiques entrainent une diminution du taux de
cholestérol dans le sang, et par conséquent la réduction des risques d’hypercholestérolémie
responsable des maladies coronariennes. Par exemple, Bukowska et al., (1998) ont mis en évidence
une diminution du taux de cholestérol sanguin chez des sujets soumis a un régime supplémenté avec

Lactobacillus plantarum.

d) Les probiotiques et la prévention du cancer du colon : selon certaines études, les bactéries
probiotiques ont la propriété d’inhiber les processus conduisant a la formation du cancer du colon

chez ’homme (Matsumoto et Benno (2004).

e) Les probiotiques et les maladies inflammatoires de I’intestin: selon la littérature, les
processus inflammatoires impliqués dans les pathologies de I’intestin de I’homme comme la maladie
de Crohn, la colite ulcéreuse et la pouchite sont contrdlés par les probiotiques. Une étude de

Guandalini (2002) a montré que 1’ingestion de Lactobacillus GG entraine une amélioration notable
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de I’état clinique chez des enfants souffrant de la maladie de Crohn. De méme Gosselink et al.,
(2004) ont observé des effets cliniques bénéfiques chez des patients affectés par une colite ulcéreuse

aprés ingestion de produits fermentés contenant Lactobacillus GG (1-2.10'° bactéries/jour).

f) Les probiotiques et la perméabilité intestinale : I’altération de la perméabilité intestinale
(fonction-barriére) causée par une infection, toxines ou autre facteur favorise un transfert aberrant
d’antigénes (y compris la microflore locale) a travers I’intestin en engendrant des réponses
immunitaires inappropriées (réactions inflammatoires ou auto-immunes) (Gill et al., 2001). Des
études récentes ont montré que la consommation de probiotiques stabilise la fonction barriere de
I’épithélium intestinal. Par exemple, Isolauri et al., (2002) ont démontré que Lactobacillus GG
normalise le processus de perméabilité intestinale chez le rat. En outre, une étude récente de
Rosenfeldt et al., (2004) a démontré qu’une administration de probiotiques (Lactobacillus
rhamnosus et Lactobacillus reuteri) permet de stabiliser la fonction-barriére de I’intestin et de
diminuer les symptomes gastro-intestinaux chez des enfants souffrant d’une dermatite atopique.

Cependant les mécanismes impliqués dans cette normalisation ne sont pas encore bien connus.

g) Les probiotiques et la motilité de I’intestin : la motilité intestinale joue un réle important dans
la réduction de la croissance des microorganismes pathogénes dans I’intestin. Les probiotiques
pourraient avoir des effets positifs sur la motilité de I’intestin en réduisant le temps de transit des
microorganismes pathogénes (Amrouche, 2005). Verdu et al., (2004) ont rapporté que ’effet de
Lactobacillus paracasei sur la motilit¢ de I’intestin se traduit par une atténuation de I’hyper
contractilité post-infection du muscle. Ils suggérent que les probiotiques peuvent étre utilisés dans le

traitement du syndrome de I’intestin irritable.
3. Propriétés inhibitrices des bactéries lactiques et la biopréservation des aliments

La conservation des aliments peut étre assurée artificiellement par I’ajout d’inhibiteurs tels
que le sel, la fumée, les composés chimiques (nitrate, nitrite...) mais aussi par la présence de
bactéries lactiques. Elles ont en effet des propriétés inhibitrices intéressantes liées a différents
mécanismes comme la compétition nutritionnelle et la production de métabolites qu’elles produisent

naturellement lors de la fermentation (Dotru, 2008). Parmi les métabolites produits par les bactéries
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lactiques, figurent les acides organiques, le peroxyde d’hydrogene, le dioxyde de carbone, le

diacétyle, I’acide acétique, les acides gras insaturés et les bactériocines.

- Les acides organiques sont produits par les bactéries lactiques lors du processus de fermentation et
permettent d’inhiber la croissance des levures et d’autres bactéries qui ne peuvent se développer a
pH acide. L’effet inhibiteur de ces acides organiques est principalement provoqué par les molécules
non dissociées qui diffusent a travers les couches lipidiques des membranes des microorganismes
provoquant ainsi un abaissement du pH dans le cytoplasme qui a pour conséquence la déstabilisation
des cellules. Ouattara et al. (Ouattara et al., 1997) ont testé I’inhibition de Brochothrix
thermosphacta, Carnobacterium piscicola, Lactobacillus curvatus et Lb. sakei, Pseudomonas
fluorescens et Serratia liquefaciens par les acides, acétique, lactique, citrique, propionique,
benzoique et sorbique en milieu de culture. Les quatre premiers acides, les plus solubles, ont montré
une inhibition efficace de la croissance a des concentrations comprises entre 0,1 et 1% (p/v). Dans
cette étude, Brochothrix thermosphacta et Carnobacterium piscicola étaient les bactéries les plus

sensibles aux acides.

- Le peroxyde d’hydrogene (H»O;), produit en présence d’oxygeéne, a tendance a s’accumuler en
raison de I’absence de catalase chez les bactéries lactiques. Les enzymes impliquées dans cette
production peuvent étre la NADH oxydase, 1’a-glycérophosphatase, la pyruvate oxydase, et la
superoxyde dismutase. Le peroxyde d’hydrogene a un potentiel oxydatif capable d’inhiber certains

microorganismes en altérant les acides nucléiques et en oxydant les lipides.

- Le dioxyde de carbone (CO,) produit par les bactéries lactiques lors de la fermentation
hétérolactique, créé une atmosphere anaérobie qui est toxique pour les bactéries aérobies strictes qui

ont besoin d’oxygéne comme seul accepteur final d’électrons lors de la respiration.

- Le diacétyle est issu du métabolisme du citrate et est produit principalement par les bactéries
lactiques des genres Leuconostoc, Lactococcus, Pediococcus et Lactobacillus. Ce composé posséde
a la fois des propriétés antimicrobiennes et des propriétés aromatiques qui sont intéressantes dans le
domaine des produits laitiers. L’acidification qui a lieu lors de la production de yaourt par exemple,
augmente 1’action du diacétyle qui tend alors a inhiber préférentiellement les bactéries a Gram

négatif ainsi que les levures, mais son effet reste limité, car le diacétyle présent dans les produits
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fermentés n’est généralement pas en quantité suffisante pour contribuer efficacement a une activité

antimicrobienne (Tahari, 2007).

- L’acide lactique est le métabolite majeur produit par les bactéries lactiques. Au cours de la
fermentation, ses formes dissociée et non dissociée sont en équilibre et I’amplitude de la dissociation
dépend du pH. A bas pH, une grande quantité de I’acide lactique est contenue dans sa forme non
dissociée et est toxique pour beaucoup de bactéries, levures et moisissures. Lindgren et Dobrogosz
(1990) ont montré qu’a différentes valeurs de pH, la concentration minimale inhibitrice (MIC) de la
forme non dissociée était différente a I’encontre de Clostridium tyrobutyricum, Enterobacter sp. et
Propionibacterium freudebreichii subsp. shermanii. En outre, les stéréo-isoméres d’acide lactique
différent aussi dans I’activité antimicrobienne. L’acide L (+)-lactique est plus inhibiteur que

I’isomére D (-) (Benthin et Villadsen, 1995).

- L’acide acétique, produit a faible échelle lors de la fermentation du saucisson, peut interagir avec
les membranes cellulaires et causer une acidification intracellulaire et une dénaturation protéique.
Son activité antimicrobienne est plus efficace que celle de ’acide lactique étant donné sa plus
grande valeur de pKa (acide lactique 3.08 et acide acétique 4.75) et son grand pourcentage en forme
non dissociée par apport a I’acide lactique a un pH donné (Earnshaw, 1992). L’acide acétique est
plus inhibiteur de L. monocytogenes que I’acide lactique. L’acide acétique agit de manicre
synergique avec 1’acide lactique. En effet, I’acide lactique abaisse le pH du milieu favorisant ainsi

I’augmentation de la toxicité de 1’acide acétique.

- D’autres métabolites peuvent avoir un effet inhibiteur, tels que la reutérine et la reutéricycline
produites par Lactobacillus reuteri (Ross et al., 2002), cette derniére étant un antibiotique. La
reutérine est produite lors de la phase stationnaire en anaérobiose en présence d’un mélange de
glucose et de glycérol (ou de glycéraldéhyde) et permet d’inhiber les champignons, certains
protozoaires et aussi une large proportion de bactéries a Gram négatif et positif. La reutéricycline,
seul antibiotique produit par une bactérie lactique, est un type d’acide tétramerique. Son spectre
d’inhibition est large et comprend notamment de nombreuses bactéries a Gram positif pathogenes
(Listeria monocytogenes, Bacillus cereus, Staphylococcus aureus...) mais aussi Escherichia coli et
Salmonella ssp. dans certaines conditions. De ce fait, son mode d’action ressemblerait a celui de la

nisine (Ross et al., 2002).
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- Les acides gras insaturés sont actifs contre les bactéries a Gram-positif et peuvent présenter une
activité antifongique dépendante de longueur des ramifications, la concentration et le pH du milieu
(Gould, 1991). L’action antimicrobienne des acides gras serait due a la molécule non dissociée et
pas ’anion, étant donné que le pH conditionne largement cette activité. Un bas pH favorise une

destruction rapide des microorganismes cibles (Kabara, 1993).

- En ce qui concerne les bactériocines des bactéries lactiques (voir chapitre IV), de nombreuses
recherches ont étudie le comportement antagoniste de ces bactéries, ce qui a amene a l'identification
et a la caractérisation de nombreuses bactériocines issues de ces bactéries ayant un potentiel
d'application dans les produits alimentaires (tableau 05). Etant donné leur caractére naturel du fait
qu'elles aient été directement isolées d'aliments, les recherches se sont orientées vers la bio-
préservation afin de répondre aux nouveaux besoins du marché pour des aliments naturels et dont

l'innocuité est assurée, notamment concernant les produits préts a consommer (Kelly et al., 1996).

Tous ces métabolites compétitifs produits par les bactéries lactiques contribuent a limiter le
développement microbien. Ils ont cependant un large spectre d’action et peuvent de ce fait aussi

inhiber des bactéries d’intérét dans les produits alimentaires (bactéries probiotiques par exemple).

3.1. La bio-conservation par les bactériocines des bactéries lactiques

La bio-conservation (ou bio-préservation) est une nouvelle approche de conservation basée
sur l'utilisation de méthodes impliquant des conservateurs naturels et/ou biologiques et qui est
dorénavant préconisée dans l'industrie alimentaire. Ces conservateurs ont généralement une origine
microbienne ou font partie des structures intrinséques de l'aliment et contribuent a sa conservation
(lysozyme de l'oeuf, immunoglobulines et lactoférrine du lait, etc.). Plus précisément, la bio-
préservation utilise des microorganismes antagonistes ainsi que leurs métabolites (acides
organiques, peroxyde d'hydrogene, diacétyle, bactériocines, etc.) pour inhiber ou détruire les
microorganismes indésirables dans les aliments (Rodgers, 2001). Les aliments fermentés sont un
bon exemple de produits faisant appel a la bio-préservation et ce, par la croissance et le métabolisme

de bactéries lactiques et les conditions que celles-ci imposent dans ce type d'aliment (pH bas,
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compétition, etc.) (Ray et Daeschel, 1992 ; Bourgeois et Larpent, 1996). Les bactéries lactiques sont

donc les acteurs essentiels de cette bio-préservation.

Parmi les nouvelles stratégies de conservation, notons l'application des nouvelles techniques
physiques dites de pasteurisation ou de stérilisation a froid (hautes pressions, champs ¢électriques et
magnétiques pulsés) en combinaison avec les bactériocines (Deegan et al., 2006). Le changement de
l'intégrité¢ de la structure membranaire des microorganismes pathogenes a Gram négatif induit par
ces traitements pourrait permettre ensuite leur controle par les bactériocines, généralement plus

actives contre les bactéries Gram-positives. Cependant, ces traitements ne peuvent étre appliqué
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Qu'a certains types de produits, notamment les aliments liquides (Abee et al., 1995; Deegan et al.,
2006).

Dans le cas des aliments crus ou préts a consommer, la réfrigération ne peut pas constituer a
elle seule une barriére suffisamment efficace pour contribuer au contrdle des microorganismes
pathogeénes psychrotrophes. Les bactéries bactériocinogénes ou leur bactériocines semblent étre plus
efficaces a ces températures. Dés lors, l'exploitation et 1'utilisation de cette flore lactique et/ou de ses
bactériocines pour la bio-préservation dans ce type de produit parait étre une avenue prometteuse et

suscite d'ailleurs un grand intérét dans l'industrie agro-alimentaire (Leroi et al., 1996).

De nombreux travaux de recherche ont évalué le potentiel des bactériocines ou de leurs
souches productrices pour le controle des microorganismes indésirables dans les aliments. De
maniere générale, la sélection de souches productrices de bactériocines pour une application
alimentaire doit obéir a un certain nombre de critéres législatifs et technologiques. Ces bactéries
doivent étre reconnues GRAS, elles doivent démontrer une stabilit¢ au pH (acide notamment),
produire activement leurs bactériocines aux conditions de conservation appliquées, produire des
aromes neutres qui n'affecteront pas les caractéristiques sensorielles du produit et respecter les

normes microbiologiques.

L'application des bactériocines dans les produits laitiers, carnés et végétaux a été largement
étudiée. Les produits laitiers, particuliérement le fromage est un exemple d'application de la nisine Z
pour le contréle de L. monocytogenes, qui pose un sérieux probléme durant la production et la
maturation fromagere (Benech et al., 2002). Pour sa part, la nisine A a été étudiée pour I'inhibition
de la flore d'altération dans la viande (Cutter et Siragusa, 1998). Plus récemment, la recherche sur
l'utilisation de la nisine dans la bio- préservation a porté sur son addition sous forme concentrée
(Nisapline™) plutét que son introduction par l'intermédiaire de cultures vivantes. Dans les produits
carnés, certaines souches de Lactobacillus et Pediococcus productrices de bactériocines de classe
ITa anti-Listeria telles que la pediocine, constituent une meilleure approche de bio-préservation de
ce type de produit du fait que ces souches représentent la microflore dominante des produits carnés

sous atmosphére modifié (Abee et al., 1995).

33 Potentiels Industriels Et Technologiques Des Bactéries Lactiques



CHAPITRE III

Le potentiel de la nisine appliquée seule ou en combinaison avec d'autres substances (CO,,
lactate de sodium) et de sa souche productrice (Lc. lactis subsp. lactis) a déja été étudié dans les
produits marins (Nilsson et al., 1997; Nykanen et al., 2000). Toutefois, la croissance de cette souche
et la production de nisine in Situ aux conditions de réfrigération est limitée, d'autant plus qu'elle perd
son activité lorsque le pH est proche de 7 (Delves-broughton et al., 1996). D'autres souches de
bactéries lactiques et/ou leurs bactériocines ont été étudiées dans les produits marins préts a
consommer (crevettes, saumon fumé). Parmi elles, on peut citer Lactobacillus sakei productrice de
sakacine P (Nilsson et al., 1999; Katla et al., 2001), Lactococcus lactis subsp. lactis ATCC 11454
productrice de nisine (Wessels et Huss, 1996) ou encore les souches bioprotectrices Leuconstoc ssp.

et Lb. plantarum (Jeppesen et Huss, 1993).

3.2. Les stratégies d'utilisation des bactériocines dans les aliments

Il existe trois modes d'addition des bactériocines pour la bio-préservation des aliments :

= Elles peuvent é&tre ajoutées en tant qu'auxiliaire technologique, c'est-a-dire par
I'ensemencement d'une souche de bactérie lactique bactériocinogéne qui produira sa
bactériocine in situ dans 1'aliment.

= Elles peuvent étre aussi utilisées directement dans le produit comme additif sous forme
purifiée ou semi-purifiée.

= La troisiéme stratégie, qui est d'ailleurs trés peu exploitée, consiste a utiliser les
bactériocines sous forme d'ingrédient concentré non purifié, issu de la fermentation d'une

souche productrice de bactériocine (Deegan et al., 2006).

3.2.1. Ajout de bactéries lactiques bactériocinogenes

Les avantages de l'utilisation de bactéries lactiques bactériocinogeénes dans un aliment sont
nombreux. Cela permet d'une part une conservation biologique sans avoir recours aux additifs
chimiques, étant donné le statut GRAS de ces bactéries (Rodgers, 2001). Elles donnent donc une
image naturelle au produit en question. D'autre part, la croissance de ces bactéries est régulée par la
température et permet la production continue de bactériocine in situ dans la matrice alimentaire, ce

qui réduit les problémes reliés a la décomposition et a I'adsorption des bactériocines aux constituants
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alimentaires lorsqu'elles sont ajoutées directement au produit. Cependant, ces bactéries ne doivent
pas altérer les caractéristiques organoleptiques et sensorielles de l'aliment dans le cadre de leur

utilisation dans un produit non fermenté (Abee et al., 1995; Rodgers, 2001).
3.2.2. Ajout de bactériocines pures ou semi-purifiées

L'ajout de bactériocine pure ou semi-purifiée directement dans l'aliment permet
généralement une inhibition rapide des microorganismes indésirables. Cependant, il n'en demeure
pas moins que sous cette forme, elles sont peu stables dans la matrice alimentaire. Par ailleurs,
l'utilisation de bactériocine pure n'est pas une stratégie attrayante pour l'industrie car celle-ci doit
étre préalablement approuvée en tant qu'additif alimentaire par la législation. De plus, le rendement
de purification des bactériocines est faible (de 1'ordre de 50 a 100 pg/ml), ce qui rend leur utilisation

difficilement accessible en terme de quantité, en plus d'étre cotiteuse (Naghmouchi, 2007).
3.2.3. Ajout de bio-ingrédient concentré a base de bactériocine

Treés peu de bactériocines ont été développés en tant qu'ingrédients dans les aliments. La
Nisapline™ est le seul exemple d'ingrédient concentré non purifié issu de techniques de grade
alimentaire et qui est actuellement utilisé en tant qu'additif alimentaire. La Nisapline " provient de
la fermentation de lait écrémé avec la souche productrice de nisine, Lactococcus lactis et elle est
utilisée de maniere efficace dans plusieurs applications alimentaires. Cependant, étant donne qu'elle
apparait inefficace dans certaines applications, il est donc nécessaire de développer de nouveaux
ingrédients pour leur utilisation dans certains types de produits alimentaires. La pediocine PA-I/AcH
(Rodriguez et al., 2002) et la lacticine 3147 (Lc. Lactis DPC 3147) (Morgan et al., 1999) ont aussi
été testées en tant que bio-ingrédients dans différents produits laitiers mais ne sont pas encore

appliquées en industrie.

3.3. Facteurs influencant I'action des bactériocines de bactéries lactiques

Les potentiels d'application des bactériocines dans l'alimentation humaine sont limités par
des propriétés propres a chaque bactériocine (spectre d'inhibition, stabilité thermique, solubilité,
propriétés physico-chimiques, etc.). La baisse de leur efficacité dans les matrices alimentaires a de
méme ¢té¢ démontrée et serait due a leur attachement probable avec certains composés organiques du

produit, ou encore leur inactivation par les protéases contenues dans l'aliment et/ou celles d'origine
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microbienne (Nilsson et al., 1999). Par ailleurs, les facteurs intrinséques des aliments tels le pH, le
contenu en lipides, ou la présence d'enzymes protéolytiques et les facteurs extrinséques comme la
température, le type de microorganisme a contrdler ainsi que sa concentration initiale exercent tous
une influence sur l'efficacité des bactériocines. Aussi, leur stabilité est différente suivant le type de
matrice alimentaire et la forme sous laquelle elles sont ajoutées (purifiées, semi-purifiées,
lyophilisées, etc.). Par exemple, 'activité de la nisine ou de l'acidocine CHS est considérablement
réduite dans des aliments ayant une teneur élevée en gras (Davies et al., 1999; Chumchalova et al.,

1998).

Par ailleurs, 'adsorption des bactériocines aux constituants des aliments et les conditions qui
déstabilisent leur activité biologique telles que la dégradation protéolytique ou 1'oxydation, ont été
rapportées par plusieurs travaux (Schillinger et al., 1996; Holzapfel et al., 1995; Katla et al., 2001a;
Chen et Hoover, 2003). Dans leur étude, Duffes et al., (2000) ont observé un transfert de l'activité
de la bactériocine de la chair vers l'emballage durant la conservation du saumon fumé a froid. Les
bactériocines peuvent aussi s'adsorber aux protéines de la matrice alimentaire par des ponts ioniques
ou hydrophobes. Par exemple, 'addition de caséine a réduit l'activité de la sakacine P, de la

curvacine et de la nisine dans des milieux synthétiques (Ganzle et al., 1999).

Les bactériocines sont amphiphiles, chargées positivement et ont un contenu élevé en acides
aminés hydrophobes. Leur attachement aux macromolécules chargées ou hydrophobes des aliments
peut donc étre envisagé. Ainsi, des travaux ont rapporté que l'activité de la sakacine P avait diminué
durant la conservation du saumon fumé (Aasen et al., 2003). Etant donné que l'addition d'urée a
permis un recouvrement total de son activité, les mémes auteurs ont attribué cette perte d'activité a

une activité protéolytique mais aussi a l'adhérence de la sakacine a l'interface entre le gras et I'eau.
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Dans notre travail, nous avons d’abord isolé des bactéries lactiques a partir de laits fermentés
de facon artisanal, produits par des ateliers avoisinantes de la région de Tebessa. Ces bactéries
une fois isolées ont fait I’objet d’études approfondies pour bien les identifier et les

caractériser.

Les tests d’identification auxquels I’ensemble des souches isolées étaient soumises ont permis
de cribler 132 souches lactiques a partir de 48 échantillons de lait fermenté de facon artisanal
et appartenant aux genres Lactobacillus, Enterococcus, Lactococcus et Streptococcus .
Certaines especes appartenant a ces genres sont connues pour leur réle en industrie laitiére,
notamment les espéces ; Lc. lactis subsp. lactis, Sreptococcus salivarius subsp. thermophilus,
Lb. delbrueckrii subsp. lactis et Lb. casei subsp. casei .

En ce qui concerne I'isolement de bactéries lactiques bactériocinogénes et sur un total de 132
souches lactiques criblées pour la production d’agents inhibiteurs en employant deux
méthodes (la méthode de diffusion en puits et la méthode de double couches), 92 ont présenté
une activité antagoniste dirigee contre L. monocytogenes ATCC7644. Le nombre de bactéries
productrices de bactériocines isolées des echantillons testés montre que le choix effectué en
allant rechercher ce type de bactéries dans ces produits est un choix judicieux. Nos résultats
corroborent les travaux antérieurs puisque les produits alimentaires en général, et ceux
fermentés de fagon artisanale en particulier, constituent une niche écologique de choix pour
I’isolement de bactéries lactiques productrices de bactériocines. Ces souches qui peuvent étre
sélectionnées non seulement sur la base de leurs performances technologiques mais également
en prenant en compte d’autres propriétés (e.g. I’aptitude a ameéliorer la qualité
microbiologique et la stabilité du produit fini) peuvent étre utilisées comme des cultures

starters.

Parmi I’ensemble des bactéries isolées, 5 souches dénommees, Lb. curvatus LB65, Lb. brevis
LB93, Lb. plantarum LB44, Lc. lactis subsp. Lactis RB22, et Lc. lactis subsp. Lactis JB31,
ont particulierement attirées notre attention puisqu’elles produisent des facteurs

antimicrobiens autres que les acides organiques.

132



Les substances anti-microbiennes produites par les 05 souches bactériennes sélectionnées
répondent aux critéres retenus par Klaenhammer (1988) et Tagg et al. (1976), et peuvent
donc étre considérées comme des bactériocines.
Suivant leur sensibilité aux différents traitements enzymatiques et physicochimiques, les
bactériocines étudiées peuvent étre classées en deux categories :
# Des complexes protéiques hétérogénes pouvant regrouper des fonctions lipidiques
et/ou glucidiques (cas de la bactériocine produite par Lc. lactis subsp. Lactis JB31).
+ Des substances sensibles uniquement aux protéases testées et donc a structure
protéique probablement homogene (cas des bactériocines produites par les 4 autres

souches).

Toutefois nous avons constatés que les bactériocines produites par les souches Lb. plantarum
JB44 Lb. curvatus LB65 et Lb. brevis LB93 ont un spectre d’activité qui englobe également
des genres bactériens Gram+ (lactobacillus, Enterococcus, Micrococcus et Staphylococcus),
ces bactériocines se sont montrés thermorésistants a la chaleur, puisqu'elles conservent leur
activité aprés avoir été soumise a des traitements thermiques comparables a I’autoclavage
(10 minutes a 121°C). Cependant les bactériocines perdent plus de 50% de leur activité a un
pH inférieur a 3 ou supérieur a 11. L’étude de I’effet du traitement thermique combiné au pH
a également montré que les bactériocines produites par les lactobacilles montrent une

thermoreésistance a 121°C lorsque le pH se situé entre 5 et 7.

Le spectre d'activité des bactériocines produite par les lactocoques semble étre assez large,
comparé a celui de la plupart des bactériocines, s'étendant a la majorité des genres de
bactéries Gram+ testées. La bactériocine de la souche Lc. lactis subsp. Lactis JB31 est
inactivée par toutes les enzymes testées, protéolytiques ou non, sauf la catalase. La structure
chimique de la bactériocine (ou de son site actif) est donc probablement complexe, contenant,

en plus de groupements protéiques, des entités de nature lipidique et polysaccharidique.

Lactobacillus curvatus LB65, souche isolée a partir de lait fermenté traditionnellement ‘Raib’,
produit un agent antibactérien de nature protéique et présente un spectre d'action centré sur
les espéces phylogénetiquement proches du microorganisme producteur. Cette étude a ainsi

permis de demontrer que la bactériocine possede un spectre d'activité étendu.
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La purification de la curvaticine LB65 a été effectuée a partir du surnageant de culture de Lb.
curvatus LB65, prélevé en début de phase stationnaire. Le protocole de purification combine
une précipitation au sulfate d'ammonium, une chromatographie d'échanges de cations et une
chromatographie liquide haute performance en phase inverse. L'activité de la bactériocine
étant mesurable dans le surnageant de la culture bactérienne de la souche Lb. curvatus LB65,
on a pu passer a la purification de la protéine. Les échantillons lyophilisés et concentrés par
une précipitation été dialysés. Les chromatographies sur résine de QAE sephadex A-25 et par
HPLC sur échangeur anionique DEAE, sont les deux méthodes les plus prometteuses en vue
d’une éventuelle purification de la bactériocine. Les étapes de purification réalisées ont
permis de faire passer I’activité spécifique de la bactériocine de 16,39 a 4266,66 U.A/mg,

avec un rendement final de 0.4%.

La curvaticine LB65 purifiée a été soumise a une séparation par I'électrophorese SDS-PAGE,
dans le but d’estimer son poids moléculaire. En effet, Le poids moléculaire de la bactériocine

a été estimé a 3,2 KDa.

La nature protéique de la curvaticine LB65 concentrée a été confirmée par la perte de son
activité a la suite d'un traitement aux protéases, elle est également thermorésistante (121°C,

10 min) et stable dans une large gamme de pH

L'étude des bactériocines dirigées contre des souches pathogénes, pourrait aboutir a leur
utilisation comme agents naturels pour une meilleure conservation des produits alimentaires
fermentés. Cette application, en cours avec la nisine, doit étre développee par l'apport de
nouvelles bactériocines. Une meilleure compréhension de leurs propriétés physiques et
chimiques, de leur production et de leur mode d'action est nécessaire afin d'optimiser cette

utilisation.
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Tableau 01 : Caractéristiques différentielles des bactéries lactiques (Dérivée a partir de Axelsson, 1998 ; Leisner et al., 2000)

Caractéristiques

Carnobacterium

Lactobacillus

Aerococcus

Enterococcus

Lactococcus
Vagococcus

Leuconostoc
Oenococcus

Pediococcus

Streptococcus

Tetragenococcus

Weisella

Morphologie

bacilles

bacilles

coques

coques

coques

Coques ovales

coques

coques

coques

Coques/
bacilles

Formation des
tétrades

J’_

J’_

J’_

Gaz a partir de
glucose

I+

+

Croissance
a10°C

I+

I+

Croissance
a45°C

I+

H

Croissance
6.5% NaCl

ND

I+

I+

I+

Croissance 18%
NaCl

Croissance
apH4.4

ND

I+

I+

Croissance
apH9.6

Isomeére d’acide
lactique

D,L,DL

L,DL

b

Hydrolyse
d’arginine

+

ND

I+

H

H+

ND

mDAP

+

ND

ND

+ positive ; - négative ; £ résultats variés selon ’espéces ; ND, non déterminé.




Bactéries lactiques GC%

mDAP+
I

mDAP-

Sur|AA Sur AA Hétérofermentaire
I

I
L-Ac. lactique DL-Ac. lactique I |
| | DL-Ac. lactique D-Ac. lactique

ADH+ ADH- I
I
I | ADH+

Manitol+ Manitol- ADH- ADH-
inuline+ Inuline-

i Cb. Lb.

Ivergens plantarum W. W.
Cb. halotolerans viridescens Leuconostoc
maltaromaticum ssp.

Figure 02: Clef d’identification des bactéries lactiques (Montel et al., 1991).
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Melibiose+ Melibiose-
Lb. sakei Lb.
curvatus _
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Lb.farciminis



Tableau 05: Les bactériocines produites par différentes espéces de bactéries lactiques (Parada et al., 2007).

Souche productrice

Bactériocine

Spectre d’activité

Caractéristiques

Lactococcus lactis subsp.
lactis

Nisine

Bactéries Gram-positives

Lantibiotique. Classe I, PM = 3,5 kDa, 34 acides
aminés, existe sous forme commercialisée

Lacticine 3147

Clostridium ssp, Listeria monocytogenes
Staphylococcus aureus,
dysgalactiae, Enterococcus faecalis
Propionibacterium acne, Streptococcus
mutans

Streptococcus

Lantibiotique, classe I, PM = 4,2 kDa,
thermostable, active a pH acide et a pH
physiologique

Lactococcus. lactis
subsp. cremoris

Lactococcine B

Lactobacillus

Bactériocine de la classe II, PM approx. 5 kDa,
spectre d’activité restreint

Lactobacillus
acidophilus

Acidocine CH5

Bactéries Gram-positives , Lactobacillus

Bactériocine de la classe I1I, forme des agrégats de
haut PM

Lactacine F

Lactobacillus. fermentum, Enterococcus
faecalis, Lactobacillus. delbrueckii
Lactobacillus. helveticus

Bactériocine de la classe II, PM = 6,3 kDa, 57
acides aminés, thermostable a 121° C pdt 15
minutes

Lactacine B

Lactobacillus. debrweckii, Lactobacillus
helveticus, Lactobacillus.bulgaricus.
Lactococcus. lactis.

Bactériocine de la classe II, PM =6,3 kDa,
thermostable, détectée uniquement lorsque la
culture bactérienne, son activité est maintenue
entre pH 5.0 et 6.0

Lactobacillus
amylovorus

Lactobine A

Lactobacillus. acidophilus
Lactobacillus delbrueckii

Bactériocine de la classe 11, PM =4,8 kDa, 50
acides aminés, spectre d’activité restreint

Lactobacillus casei

Lactocine 705

Listeria. monocytogenes
Lactobacillus. plantarum

Bactériocine de la classe II (deux chaines a et
(33 acides amines / chaine), PM= 3,4 kDa.

Leuconostoc gelidum

Leucocine A

Lactobacillus

Bactériocine de la classe II, PM=3,9 kDa, 37




Enterococcus faecalis
Listeria monocytogenes

acides aminés, stable a pH bas et aprés chauffage
(100°C pdt 20 min)

Leuconostoc
mesenteroides

Mesentericine
Y105

Enterococcus faecalis
Listeria monocytogenes

Bactériocine de la classe II, PM=3,8 kDa, 37
acides aminés, thermostable (60°C pdt 120 min a
pH 4.5)

Pediococcus acidilactici

Pediocine F

Bactéries Gram-positives

Bactériocine de la classe II, PM=4,5 kDa, sensible
aux enzymes protéolytiques, résistante a la chaleur
et aux solvants organiques, active dans une large
gamme de pH

Pediocine PA-1

Listeria monocytogenes

bactériocine de la classe II, PM=4,6 kDa, 44
acides aminés

Pediocine AcH | Bactéries Gram positives /négatives Bactériocine de la classe II, PM=4,6 kDa, 44
acides aminés, spectre d’activité étendu
Pediococus pentosaceous | Pediocine A Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc Bactériocine de la classe 11, PM= 2,7 kDa,

Pediococcus, Staphylococcus, Enterococcus,
Listeria, Clostridium

sensible aux enzymes protéolytiques stable a la
chaleur (10 min 100°C)

Enterococcus faecium

Enterocine A

Listeria monocytogenes
Pediococcus

Bactériocine de la classe II, PM= 4,8 kDa, 47
acides aminés, thermostable

Lactobacillus sakei

Lactocine S

Lactobacillus, Leuconostoc,
Pediococcus

Bactériocine de la classe I, PM= 3,7 kDa, active
entre pH 4,5 et 7,5

Sakacine P Listeria monocytogenes Bactériocine de la classe I, PM= 4,4 kDa,
thermostable
Lactobacillus curvatus Curvacin A Listeria monocytogenes bactériocine de la classe II, PM=, 4,3 kDa

Enterococcus faecalis

Lactobacillus helveticus

Helveticine J

Lactobacillus bulgaricus
Lactococcus lactis

Bactériocine de la classe I1I, PM= 37 kDa, spectre
d’activité restreint, sensibles aux enzymes
protéolytiques, réduction de son activité apres
chauffage a 100° C pdt 30 min




Tableau 17 : Identification des souches appartenant aux genres Lactococcus, Enterococcus et a I’espéce Streptococcus thermophilus

2] 2
3 o o 2 S
5 8 82 = 8
o (%] = R
\ 2 @ 'S 2 g @
Espeéce > @2 2 2 > = o
» o O o & = S
— O = ) [B)
) -_ O —_ @© = Q
8] . - =] (@)
© &) o © . o
- - - wn QL
5 (5
Nombre d’isolats/espéce | 5| 4 2 |15] 4 4 4 1 1 9 2 15
Tests préliminaires

Gram + | + + + + + + + + + + +
La catalase - | - - - - - - - - - - -
La mobilité - | - - - - - - - - - - -
La nitrate réductase - | - - - - - - - - - - -

La cytochrome oxydase - - - - - - - - - - - -

Tests physiologiques

La croissance a 10°C + | + + + | + + + + + - - -
La croissance a 30°C + |+ + + | 4+ + + + + + + +
La croissance a 37°C + | + + + + + + + + + + +
La croissance a 40°C + |+ 4+ - |+ - + + + + + +
La croissance a 45°C - - - - - - - - - + n +
La thermorésistance a 60°C pdt 30mn | - | - - - - - - - - + + n
La thermorésistance a 65°C pdt 30mn | - | - - - - - - - - + + +
La croissance sur lait de SHERMAN | + | + + + | + + + + + - - -




Réduction de lait tournesolé + | + + +

La citratase - | - - -

La production de CO2 - | - - -

La production d’acétoine

L’hydrolyse de la gélatine

La croissance a 2 % de NaCl

+*
L’ADH +
+
+

La croissance a 4 % de NacCl

+| + |+ T+

La croissance a 6.5 % de NaCl -

Ll I B I e

+[+| +|T,

Fermentation des sucres

Arabinose - | - - -

=+

Cellobiose - | - - -
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+ |+
+ |+
+ |+
1

Maltose

+ |+

+ |+

+ |+ |+

Raffinose - | - - -

+

Tréhalose

+

=+
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+

Xylose

Glucose

+| |+ +
1

+| +

Galactose

+| +

Saccharose - | -

+ |+ +

+l+ |+ +|+]| +

Hydrolyse de I’esculine + | -

+ |+ |+ +

+ : résultat positif, - : résultat négatif, + : résultat positif mais faible




Tableau 16 : Identification des souches appartenant au genre Lactobacillus.

Nombre des souches/espéce

15

2

10

4

2

5

2

4

Tests préliminaires

Gram

La catalase

La nitrate réductase

La cytochrome oxydase

La mobhilité

Tests physiologiques

La croissance a 15 °C

La croissance a 45 °C

La production de CO2

L’ADH

L’halotolérance a 2 % NacCl

L’halotolérance a 4 % NaCl

L’halotolérance a 6.5 % NaCl

Hydrolyse de I’esculine

Fermentation des sucres

Arabinose

1
H e

Cellobiose

Galactose

+ | +

Lactose

(+)

()

*

+

+" : résultat positif mais faible

(+) (-) : résultats obtenus pour les sucres qui ne sont pas figurés parmi les caracteres a tester pour I’espece.




Maltose + - + + + - + - + + + + | +/-
Mannitol + + + + - + - - - - ¥ ¥ -
Mellibiose + + - + + - + + - - + - -
Raffinose + + - - + - (+) ) (+) - + + -
Rhamnose + + + () OGO - - + - -
Ribose + + + + + - ) + ) + + R -
Xylose + + - - - + - ) ) - +/- - R
Trehalose + + + + + - - (+) (+) - + + +
Saccharose + + + + -) (+) + - + - + - -
Mélizitose + + + + - + + ) ¥ _ _ + -
Sorbitole + + + + + ) - - + - + n -
Saliciline + + + + - - + + - + + + -
Mannose - - - (+) - (+) (-) ) + + +
Glucose + + (+) + + + + + + +
%
=
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S 2 < X X 'S So|X 3 |3 gS |2
o 2 = s |® |23|2 |5 |s |88|%
3 s |3 S |5 |82|5 |3 |3 |&8% 3
S o 2 S
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+ : résultat positif, - : résultat négatif , +" : résultat positif mais faible

(+) (-) : résultats obtenus pour les sucres qui ne sont pas figurés parmi les caractéres a tester pour I’espece.




Tableau 24 : Spectres d'activité des substances antibactériennes produites par les différentes bactéries isolées.

Diametre de la zone d’inhibition (mm)

Milieux® | Lb. plantarum | Lb. brevis | Lb. curvatus | Lc.lactis subsp.lactis | Lc.lactis subsp.lactis
Bactérie indicatrice utilisés JB44 LB93 LB65 JB31 RB22
Lactobacillus brevis LB05 MRS 11 00 00 06 00
Lactobacillus casei LB14 MRS 08 05 15 11 04
Lactobacillus plantarum LB2 MRS 05 06 13 09 04
Lactobacillus lactis LB14 MRS 06 04.5 00 10 05
Lactobacillus ramnosus JB02 MRS 09 05 14 09 07
Lactobacillus helveticus JB08 MRS 04 08 06 08 05
Lactobacillus lactis RB0O1 MRS 11 10.5 06 04 01
Lactobacillus casei RB06 MRS 13 10.5 07 13 06
Lactobacillus lactis RB11 MRS 10 12 11 10 05
Staphylococcus aureus EJO2 BHI 11 06 13 11 09
Micrococcus luteus 247 BHI 12 10 04 10 01
Aeromonas hydrophilus 686 GN 00 05 04 08 10
Escherichia. coli. ssp CH03 GN 00 00 00 00 00
Salmonella spp. CHO4 SS 00 00 00 00 07
Enterococcus faecalis 1P02 BHI 03 07 01 11 01
Enterococcus faecalis ATCC 19433 BHI 09 12 12 11 01
Bacillus cereus ATCC 14578 GN 06 07.5 07 13 00
Bacillus stearothermophilus 43 GN 09 07 08 12 01
Bacillus subtilis ATCC8 GN 06 05.5 08.5 12 00
Staphylococcus aureus ATCC 25293 BHI 12 06 15 08 14.5
Listeria monocytogenes ATCC 7644 TSA 13 17 12.5 14 16
Pseudomonas fluorescens IP01 MAC 12 00 00 10 00
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 MAC 135 00 00 09 06
Escherichia coli ATCC 25422 GN 00 00 00 00 04
Lb. plantarum JB44 MRS 00 02 14 08 08
Lb. curvatus LB65 MRS 09 02 00 05 04
Lb. brevis LB93 MRS 11 00 09 05 11
Lc.lactis subsp.lactis JB31 M17 10 145 04.5 00 03
Lc.lactis subsp.lactis RB22 M17 115 12 07 03 00

a : voir composition des milieux de culture dans I’annexe




Tableau 26 : Rendement des étapes de purification de la curvaticine MB65. La fraction FI correspond au surnageant centrifugé et concentré, la
fraction FII a la fraction FI précipitée par le sulfate d’ammonium et dialysée ; la fraction FIIl a la partie de la fraction FIl qui s'est désorbée
d'une colonne QAE sephadex A-25 avec 0.5 M de NaCl, et la fraction FIV a un pic actif résultant d'une injection de la fraction FIII sur une

colonne échangeuse anionique DEAE.

échantillon Volume Unité Activité totale | Concentration | Protéine Activité Rendement | Facteur de

(ml) arbitraire (UA) de la protéine totale specifique de purification

(UA/mI) (mg/ml) (mQ) (AU/mg) purification
(%)

Surnageant de I’extrait 500 256 128000 15,62 7810 16,39 100 100
cellulaire
Précipitation par les
sulfates d’ammonium a 100 512 51200 7,20 720 71,11 40 4
80% dialyse et liophiliseée
QAE sephadex A-25 QAE 10 1024 10240 1,80 18 568,88 08 35
HPLC sur échangeur 0,5 1024 512 0,24 0,12 4266,66 0,4 260
anionique DEAE

L activité specifique (AU/mg) = I’activité totale de la subsequente étape de purification/protéine totale de la meme étape.
Rendement de purification (%) = I’activité totale de la subséquente étape de purification/ I’activité totale du surnageant.
Facteur de purification = Activité spécifique de la subséquente étape de purification/ Activité spécifique du surnageant.
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Figure 06 : Protocole d’isolement, de purification et d’identification des souches lactiques



Figure 09a : Révélation de I’activité antimicrobienne des souches sélectionnées par la
méthode de diffusion en gélose .

1: Lb. plantarum JB44, 3: Lb. brevis LB93, 09 : Lb. curvatus LB65, 10 : Lc. lactis subsp.
lactis JB31let 4: Lc. lactis subsp. lactis RB22

Figure 09b : Révélation de I’inhibition (méthode de diffusion en puits) de L. monocytogenes
ATCC7644 par les extraits actifs des souches bactériocinogenes.

1: Lb. plantarum JB44, 2 : Lb. brevis LB93, 3 : Lb. curvatus LB65, 4 : Lc. lactis subsp.
lactis JB31et 5: Lc. lactis subsp. lactis RB22
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