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RESUME

52 especes lactiques ont fait I’objet de cette étude. L’activité antimicrobienne des 52 souches
est étudiée a 1'égard 4 especes pathogenes (Escherichia coli, Salmonella thyphimurium, Listeria
monocytogenes et Staphylococcus aureus) suivant la méthode de diffusion des puits. Une premiere
sélection est effectuée sur la base de I'activité bactériocinogeéne Une deuxiéme sélection est réalisée
sur la base du pouvoir acidifiant et de la cinétique de la croissance. Seule 1’espece Lb. acidophilus
11 isolée a partir du lait fermenté de vache est retenue pour la purification et la caractérisation de
la bactériocine ainsi que pour sa production en bioréacteur. Les étapes de purification sont comme
suit: - Passage du surnageant brut actif en chromatographie a échangeur de cations avec une élution
de la bactériocine par palier (0,1, 0,3 et IM en NaCl)- Passage de la fraction active précédente en
chromatographie en phase inversée, les fractions actives sont éluées entre 32 et 48 % d'acétonitrile.
- Les fractions actives précédentes sont lyophilisées puis reprises dans de I'eau distillée pour un
passage en chromatographie en phase inversée analytique. Le profil chromatographique de la
fraction active a révélé 4 pics. Le test de 1'activité inhibitrice montre que le 4¢me pic est actif. Ce
dernier sera analys¢ en spectrométrie de masse. Les résultats ont révélé que la bactériocine présente
une masse de 5218 Da. La pepsine, la trypsine, la pronase et la proteinase K altérent complétement
l'activité antagoniste de la bactériocine. Cette derni¢re décroit rapidement lors d'un traitement de
30 min ou de 45 min a 100°C et un traitement de 121°C pendant 30 min. cette activité n'est pas
affectée par la variation du pH. L'étude de l'activité antimicrobienne du composé actif a partir d'un
gel de SDS PAGE, révele une protéine de faible poids moléculaire compris entre 14,2 et 6,5 kDa.
D’aprés un bilan comparatif des trois fermentations a pH régulé (6,5, 5,5 et 5,0), un pH compris
entre 6,5 et 5,5 semblerait optimal pour 1’acidification de Lb. acidophilus 11. Grace au systéme
CINAC il a été constaté qu’il y a eu une perte d’activité acidifiante lors de la congélation de la
souche Lb. acidophilus 11 a -20°C.

Mots clé : Lactobacillus acidophilus, bactériocine, purification, caractérisation, bioréacteur,
systeme CINAC.



SUMMARY

SUMMARY

52 lactic species were the subject of this study. The antimicrobic activity of the 52 strains is
studied with the regard 4 pathogenic species (Escherichia coli, Salmonella thyphimurium, Listeria
monocytogenes and Staphylococcus aureus) according to the method of diffusion of the wells.
A first selection is carried out on the basis of bacteriocinogene activity a second selection is
carried out on the basis of the acidifying capacity and kinetics of the growth. Only the species Lb.
acidophilus 11 insulated starting from curdled milk from cow is retained for the purification and the
characterization of the bacteriocine like for its production as a bioreactor. The stages of purification
are as follows: - Passage of the supernatant gross active in exchanger chromatography of cations
with an elution of the bacteriocin by stage (0.1, 0.3 and 1M NaCl) - Passage of the fraction activates
proceeding in chromatography in reversed phase, the active fractions are elutes between 32 and
48% of acetonitrile. - The active fractions are elutes between 32 and 48% of acetonitrile are freeze-
dried then included in water distilled for a passage in chromatography in analytical reversed phase.
The chromatographic profile of the active fraction revealed 4 peaks. The test of the inhibiting
activity shows that the 4th peak is active. This last will be analyzed in mass spectrometry. The
results revealed that the bacteriocin has a mass of 5218 Da. Pepsin, trypsin, the pronase and the
proteinase K completely deteriorate the antagonistic activity of the bacteriocin. The latter decrease
quickly at the time of a treatment of 30 min or 45 min with 100°C and a treatment of 121°C during
30 min. this activity is not affected by the variation of the pH the study of the antimicrobic activity
of the active compound starting from a gel of SDS PAGE, reveals a molecular low-weight protein
ranging between 14.2 and 6.5 kDa. According to a comparative assessment of three fermentations
with controlled pH (6.5, 5.5 and 5.0), a pH ranging between 6.5 and 5.5 would seem optimal for
the acidification of Lb. acidophilus 11. Thanks to system CINAC it was noted that there was a loss
of activity acidifying at the time of the frozen of the stock Lb. acidophilus 11 with -20°C.

Key words : Lactobacillus acidophilus, bacteriocin, purification, characterization, bioreactor,
CINAC system.
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Liste des abréviations

Liste des abréviations

ACN: acétonitrile.

CMI: concentration minimale inhibitrice.
EMP: voie d’Embden-Meyerhof-Parnas.
ESI: Electro-Spray lonization

LMW: Low Molecular Weight standards.
MAU/L: million unité arbitraire/litre.
MRS: Mann Regosa et Scharp.

MRSC: Mann Regosa et Scharp cystéiné.
mS: millisimens.

m/z: masse/charge

PPC: voie pentose-phosphocétolase. .
SBA: surnageant brut actif.

SDS-PAGE: électrophorése sur gel polyacrylamide en présence de sodium dodécyl
sulfate.

TFA: acide trifluoro-acétique.

tm: temps nécessaire pour atteindre Vm.

tpHi: temps nécessaire pour atteindre un pH donné.
pHm: pH correspondant a Vm.

UA: unité arbitraire.

U.F.C.: unités formant colonies.

Vm: vitesse maximale d’acidification.

X0: dénombrement aprés inoculation du fermenteur (t0).
XF: dénombrement a la fin de fermentation.

11



Purification et caractérisation de bactériocines produites par des bactéries lactiques autochtones
isolées

Introduction

12

Les bactéries lactiques sont utilisées dans de nombreux produits laitiers dont les laits
fermentés, les fromages et les yaourts. Elles contribuent a la texture, a la saveur des
aliments ainsi qu’a la production de composés aromatiques. Les bactéries lactiques inhibent
la prolifération de micro-organismes par la production de composés inhibiteurs et en
abaissant le pH par la production d’acide lactique (Gilliland, 1985a; Piard et Desmazeaud,
1991, 1992).

Les bactéries lactiques appartiennent a un groupe de bactéries bénéfiques, dont
les vertus se ressemblent, et qui produisent de I'acide lactique comme produit final du
processus de fermentation. Elles sont répandues dans la nature, et se trouvent aussi dans le
systéme digestif de ’homme. Si elles sont surtout connues pour le role qu’elles jouent dans
la préparation des laitages fermentés, elles sont utilisées également dans le saumurage
des légumes, la boulangerie, la fabrication du vin, le saurissage des poissons, des viandes
et des salaisons.Les bactéries lactiques sont a l'origine de processus de transformation
alimentaire. Ces micro-organismes sont présents dans différentes variétés d’aliments.
lls se composent principalement des genres Lactococcus, Pediococcus, Lactobacillus,
Enterococcus, Streptocccus et Carnobacterium (Boyaval et al., 1998; Aslim et al., 2005;
Mofredj et al., 2007).

Certaines souches de bactéries lactiques sont des probiotiques qui, une fois ingérées
en quantité suffisante dans I'organisme, exercent des effets bénéfiques pour la santé allant
au-dela des vertus nutritives de base (Schaafsma, 1996). Ces bactéries ont le pouvoir
de produire des composés antibactériens, des peptides dénommés bactériocines doués
d’'une activité bactéricide ou bactériostatique a I'égard de plusieurs germes pathogénes
(Cenatiempo et al., 1996). Les bactériocines de bactéries lactiques sont I'objet d’'une
attention toute particuliere depuis plusieurs années en raison de I'intérét tant fondamental
qu’'appliqué qu’elles suscitent. Aujourd’hui, les probiotiques sont utilisés aussi dans un
grand choix de laitages fermentés qui vont du kéfir (boisson liquide) jusqu’au yaourt (plus
consistant).

Les bactériocines présentent un intérét dans la conservation des denrées alimentaires
par leur capacité a réguler la microflore existant dans les produits fermentés et inhibent
la croissance des germes pathogénes. En agro-alimentaire seule la nisine issue de
Lactococcus lactis est utilisée comme additif alimentaire afin d’'inhiber la croissance des
especes nuisibles responsables des intoxications (Delves-Broughton, 1990). La nisine est
efficace contre les germes pathogénes tels que Listeria monocytogenese, Staphylococcus
aureus, Clostridium tyrobutiricum (Cai et al., 1997; Heyman et Heulevin, 2006).

L'utilisation des bactériocines dans les aliments fut introduite par Hirsh en 1951
lorsqu'il démontra que la nisine était en mesure d'inhiber la croissance de Clostridium dans
un fromage fabriqué de lait pasteurisé. Cette découverte eut comme effet de propulser
les études sur les bactériocines. En effet, grace a l'activité antimicrobienne de leurs
bactériocines, les bactéries productrices ont la capacité de diminuer la charge microbienne
d'un aliment et donc de contribuer a leur innocuité (Delves-Broughton, 1990). Bien que son
utilisation soit autorisée dans plus de 50 pays (Sahl et Bierbaum, 1998), I'émergence de
souches résistantes a la nisine accroit I'intérét porté sur les autres bactériocines. En effet,
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des souches résistantes a certaines bactériocines ont déja été isolées; c'est notamment le
cas pour la nisine et la pédiocine (Goulhen et al., 1998; Ennahar et al., 2000 a et b). Ceci
dit, I'émergence sur le marché alimentaire de souches résistantes a la nisine doit étre pris
en considération et des précautions appropriées doivent étreprises. Ainsi, la recherche de
nouvelles bactériocines et la caractérisation de leur propriétés génétiques et biochimiques
représentent différents domaines de recherche mis de I'avant pour offrir aux industriels des
alternatives a la nisine.

C’est dans ce contexte que s’inscrit notre étude dont les objectifs sont les suivants:

Isolement, purification et caractérisation de plusieurs souches de bactéries lactiques a
partir de produits laitiers et de féces de nourrissons allaités exclusivement au sein.

Recherche d’espéces douées d’un pouvoir antimicrobien.

Etude des cinétiques de croissance et de I'activité acidifiante des souches d’intérét
afin de sélectionner la meilleure espéce.

Purification et de caractérisation de la bactériocine.

Etude de la cinétique de production de la bactériocine en bioréacteur a pH régulé

a 6,5, 5,5 et 5,0 ainsi que le suivi de la cinétique d'acidification de la souche
sélectionnéeen en temps réel grace au systeme CINAC développé a I'INRA de Paris
constitue la derniére étape de ce travail.

13
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Chapitre I: Etude bibliographique

I. Généralités sur les bactéries lactiques

1.1. Caractéristiques

Les bactéries lactiques sont capables par fermentation des substances hydrocarbonées
de produire de I'acide lactique. Ce sont des cellules procaryotes, hétérotrophes et chimio-
organotrophes. Elles se développent en présence de sucres, d’alcool et d’acides organiques
(Desmazeaud (1983); De Roissart, 1986). Parmi les caractéristiques de ces micro-
organismes: Gram (+), forme sphérique, allongés ou en batonnets, immobiles, asporulés,
anaérobies mais aérotolérants, catalase (-). lls ne liquéfient pas la gélatine, ne produisent
pas d’indole, ni hydrogéne sulfureux. La plupart de ces espéces présentent une activité
protéolytique faible (Alais, 1984). Elles sont exigeantes sur le plan nutritionnel en ce
qui concerne les vitamines (vitamine du groupe B), les acides gras, les glucides et les
acides aminés Les bactéries lactiques ont une activité aromatique trés importante d’ou
leur utilisation en agro-alimentaire (Leveau et al., 1991). Les bactéries lactiques tolérent
de petites quantités d’oxygéne, mais de trop grandes teneurs peuvent leur étre néfastes.
Ceci peut probablement étre relié au peroxyde d’hydrogene (H2O2) qui est produit dans

les cellules en présence d’air. L'eau oxygénée doit étre éliminée sinon son accumulation
devient toxique. Le systéme le plus efficace d’élimination du HoO2 est une enzyme nommée

catalase dont les bactéries lactiques sont déficientes. Les bactéries lactiques possédent
plutét une peroxydase, moins efficace que la catalase. Ainsi, comme les bactéries lactiques
n’éliminent pas facilement le peroxyde, elles sont considérées comme micro-aérophiles
(Biavati et al., 2000).

1.2. Origine et habitats

Le lait représente un excellent milieu de culture pour les bactéries lactiques vu sa richesse
en éléments nutritifs indispensables a la croissance des bactéries lactiques. Ces bactéries
peuvent avoir d’autres origines tels que les végétaux, cavité et le tube digestif humain et
animal (Desmazeaud, 1994; Challa et al., 1997; Romeo et al., 2001).

1.3. Classification

14

Les caracteres morphologiques permettent de distinguer deux groupes soit les coques soit
les bacilles. Onze genres bactériens figurent dans la catégorie des bactéries lactiques:
Aerococcus, Alloicoccus, Carnobacterium, Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus,
Leuconostoc, Pediococcus, Streptococcus, Tetragenococcus et Vagococcus. Les bactéries
du genre Bifidobacterium ne sont pas considérées comme des bactéries lactiques typiques,
mais leur usage se répand en industrie laitiére. Les bactéries lactiques sont utilisées pour
la fermentation d’un grand nombre de produits d’origine animale ou végétale. Seuls les cinq
genres Bifidobacterium, Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc et Streptococcus sont
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communément propagés dans les salles a ferments des industries laitiéres ou employés
dans la fermentation lactique des produits laitiers (Champagne, 1998; Langella et al., 2001).

1.4. Métabolisme fermentaire

Le lactose est le sucre majoritaire fermentescible du lait. Le lactose est transporté par
un systéme perméase, aprés sa pénétration dans la cellule, il sera coupé par une [3-
galactosidase pour donner du glucose et du galactose. Le principal produit final de
la dégradation du lactose est le lactate auquel peut s’ajouter I'acétate, I'éthanol et le
gaz carbonique pour les espéces hétérofermentaires. Les bactéries lactiques utilisent
principalement 'une des deux voies majeures du métabolisme des sucres (De Roissart et
Luquet, 1994):

- La voie homofermentaire: les groupes principaux de bactéries lactiques appartenant
a cette classe sont des espéces de streptocoques, d’entérocoques, de lactocoques,
de pédiocoques, et de lactobacilles homofermentaires. Ills convertissent presque
quantitativement le glucose en en acide lactique (90 a 95 %) [voie d’Embden-Meyerhof-
Parnas (EMP)].

- La voie hétérofermentaire: les groupes principaux de bactéries lactiques appartenant
a cette classe sont des leuconostocs et certains lactobacilles. Ces espéces fermentent le
glucose en produisant moins de 1,8 moles d’acide lactique/mole de glucose, en plus de
I'éthanol, de 'acétate, et du CO2 [voie pentose-phosphocétolase (PPC)].

Ces bactéries métabolisent les glucides suivant la voie glycolytique suivante (Fig. 1).
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Fig. 1: Principales voies assurant le transport et le métabolisme
du glucose par les bactéries lactiques (Thompson, 1987)

1.5. Effets directs des bactéries lactiques sur la santé
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L'intérét des bactéries lactiques en matiére de santé humaine a été initialement proposé
au début du siécle par le russe Metchnikoff (1907). Selon lui, les lactobacilles pouvaient
réduire la putréfaction intestinale, en modifiant la microflore intestinale, et ainsi prolonger
la vie. Depuis, un grand nombre d’études sur I'effet potentiel des bactéries lactiques sur la
santé ont été publiées (Hitchins et McDonough, 1989; Elmer et al., 1996; Holzapfel et al.,
1998; Vanderhoof et Young, 1998). Seul un petit nombre de bactéries lactiques dont Lb.
acidophilus, Lb. rhamnosus, Lb. plantarum, E. faecium ainsi que les bifidobactéries ont été
ainsi étudiées. Les effets bénéfiques potentiels cités sont nombreux et variés. Certains sont
maintenant bien établis tels que I'amélioration de la digestion du lactose et le traitement
des désordres diarrhéiques. D’autres restent encore controversés tels que la diminution du
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cholestérol sérique ou encore la réduction de la formation de tumeurs (Vesa et al., 2000;
Drouault et Corthier, 2001).

1.5.1. Digestion du lactose

Il est bien établi que le yaourt a des effets positifs sur la mal digestion du lactose dans le
cas de déficiences primaires et secondaires en lactase. Le lactose du lait est hydrolysé par
les bactéries lactiques lors de la fabrication du yaourt par une lactase (R-galactosidase). La
déficience en lactase est due a une faible activité en lactase intestinale sur les entérocytes
des villosités situées dans la bordure en brosse du jéjunum (Sahi, 1994). Le lactose non
digéré dans l'intestin gréle est fermenté dans le colon par les bactéries coliques conduisant
a la production d’acides organiques a chaine courte et de gaz tels que I'’hydrogéne, le
méthane et le gaz carbonique. Ces produits présents en quantités excessives dans le colon
peuvent provoquer flatulences, spasmes intestinaux, douleurs abdominales, ballonnements
et diarrhées osmotiques (De Villiers, 1995). Plusieurs études ont montré, par le test
respiratoire a I'hydrogéne, que la production d’hydrogéne est beaucoup moins importante
avec le yaourt qu'avec le lait (Shermak et al., 1995; Naim, 2001). Marteau et al. (1990) ont
déja montré que plus de 90% du lactose hydrolysé du yaourt est digéré chez des sujets
alactosiques.

1.5.2. Prophylaxie ou traitement de certaines affections intestinales

Certaines bactéries lactiques sont utilisées dans la prévention ou le traitement des diarrhées
infectieuses et des troubles digestifs liés a la prise d’antibiotiques. Plusieurs essais
randomisés avec placebo ont montré I'efficacité de certaines bactéries lactiques dans la
prévention des perturbations digestives liées a I'antibiothérapie. Les diarrhées associées
a la prise d’antibiotiques constituent un probléme fréquent qui touche environ 20% des
patients hospitalisés et auxquels on administre des antibiotiques. Un tiers de ces diarrhées
est causé par Clostridium difficile. En effet, la perturbation de la flore digestive normale
entrainée par les antibiotiques crée un milieu propice a la colonisation par C. difficile.
Cette bactérie sécréte deux toxines qui ont pour réle de se lier aux cellules intestinales
épithéliales, ce qui entraine une sécrétion massive de liquide ainsi qu'un phénoméne
inflammatoire. C’est donc par ces mécanismes que l'infection a cette bactérie cause la
diarrhée. Linfection a C. difficile représente l'infection nosocomiale la plus fréquente qui
entraine une augmentation de la morbidité et de la mortalité chez la clientéle hospitalisée.
La transmission de l'infection se fait par I'ingestion des spores de ce pathogéne présent
dans I'environnement et s’effectue généralement par la voie fécale-orale (Cibik et al., 2004).
Les principales espéces de probiotiques ayant démontré des bénéfices en prévention et en
traitement de la diarrhée secondaire a la prise d’antibiotiques ou celle induite par I'infection
au C. difficile sont les espéces de Lactobacillus et Bifidobacterium (Pochapin, 2000; Sartor,
2004).

1.5.3. Cancérogenése

La flore colique pourrait étre impliquée dans la cancérogenése. Cet effet serait médité
par des enzymes bactériennes qui activent des procarcinogenes en carcinogenes. Des
expériences menées avec des modeéles animaux et chez ’lhomme ont montré que plusieurs
bactéries lactiques pouvaient diminuer les taux d’enzymes responsables de I'activation de
certains procarcinogénes tels que la 3—glucuronidase, la 3—glucosidase, 'azoréductase, ou
encore la nitroréductase (Rowland et al., 1998; Naito et al., 2007).
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1.5.4. Diminution du cholestérol sérique et déconjugaison des sels biliaires

L'effet des bactéries lactiques sur le métabolisme du cholestérol reste encore controversé.
Plusieurs études rapportent que la concentration en cholestérol sérique diminue pendant
la consommation de grandes quantités (680 a 5 000 mL par jour) de produits laitiers
fermentés (Bazarre et al., 1983; Panda et al., 2008). Gilliland (1990) a montré que plusieurs
bactéries, notamment Lb. acidophilus et Bf. longum, sont capables de limiter le taux du
cholestérol sanguin. Ces mémes bactéries peuvent assimiler le cholestérol in vitro en
présence de taurocholate de sodium. Une partie de ce cholestérol assimilé (environ 20%) a
notamment été retrouvée dans la membrane cellulaire de ces bactéries lactiques (Gilliland,
1985b; Dambekodi et Gilliland, 1998). Dilmi-Bouras (2006) a montré que certaines souches
appartenant aux espéces Streptococcus thermophilus et Lactobacillus bulgaricus résistent
aux sels biliaires et elles peuvent assimiler des quantités appréciables de cholestérol.
Ces souches réduisent les niveaux du HDL-cholestérol et du LDL-cholestérol totaux, d'une
maniére bien équilibrée.

Les probiotiques
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Le concept probiotique est né de la théorie de la longévité de Metchnikoff en 1907 : il fut
le premier a proposer l'utilisation des lactobacilles des yaourts pour la restauration de la
microflore dans le tractus gastro-intestinal. Les probiotiques ont d’abord été développés
dans les années 1960 pour les élevages d’animaux afin de prévenir les infections et
stimuler le gain de poids. Durant cette méme période, quelques médicaments probiotiques
ont été lancés. Néanmoins, les difficultés initiales de fabrication d’'un produit de qualité
microbiologique stable, I'incertitude sur la capacité de survie des microorganismes in vivo,
I'absence de données sur I'efficacité clinique et les nouvelles exigences de la réglementation
dans le domaine ont conduit a la disparition progressive de ces probiotiques. L’essor récent
du concept d’aliments fonctionnels a fortement relancé l'intérét porté aux probiotiques
(Marteau et Rambaud, 1998; Aktypis et al., 2003).

La premiere définition officielle a été proposée par Fuller en 1989: un probiotique
est « un supplément alimentaire microbien vivant qui affecte bénéfiquement la santé de
'animal en améliorant sa balance microbienne intestinale ». Cette définition a été révisée
plusieurs fois, notamment par la « FAO » et la « WHO » (Food and Agriculture Organization
of the United Nations / World Health Organization) en 2001: les probiotiques sont « des
microorganismes vivants qui lorsqu’ils sont administrés en quantité adéquate, produisent
un effet bénéfique pour la santé de I'héte ».

Depuis une dizaine d’années, un intérét considérable s’est développé autour
de [l'utilisation de -cultures lactiques a effets bénéfiques pour la santé ou
"probiotiques" (Bifidobacterium, Lactobacillus) pour des applications alimentaires,
pharmaceutiques ou encore en alimentation animale. Dans la majorité des cas, les
produits laitiers tels que les yaourts, les laits fermentés et les fromages, ont été choisis
comme prebiotiques des cultures probiotiques. Plus récemment, les probiotiques ont été
définis comme des organismes vivants qui, aprés ingestion par voie per os en certaines
quantités, exercent des effets bénéfiques pour la santé allant au-dela des vertus nutritives
inhérentes de base (Schaafsma, 1996; Atanassova et al., 2003;Tydppdnen et al., 2003).
Les bifidobactéries, hbtes naturels des intestins de ’homme et des animaux a sang chaud,
ont des propriétés nutritionnelles et thérapeutiques aujourd’hui reconnues. En effet, on
note l'inhibition de la croissance de nombreux pathogénes et de bactéries putréfiantes,
la régulation du transit intestinal, 'amélioration de l'intolérance au lactose et des allergies
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alimentaires aux caséines laitiéres, leurs effets anticancérigenes, anticholestérolémiques
et antidiarrhéiques ainsi qu’une stimulation du systéme immunitaire (Modler et al., 1990;
Gournier-Chateau et al., 1994; Salminen et Saxelin, 1996; Tannock, 1997; Moon et al.,
2005). Ces bactéries probiotiques devraient étre capables de survivre en grand nombre aux
conditions acides de I'estomac et aux sels biliaires de l'intestin lors de la consommation
du produit, puis d’adhérer aux cellules épithéliales de l'intestin afin de produire les effets
bénéfiques désirés le plus longtemps possible (Tamime et al., 1995; Vadyvaloo et al., 2004;
Teixeira De Carvalho et al., 2006).

Différents effets positifs sont ainsi attribués aux probiotiques. Ces effets sont décrits
et expliqués ci-dessous: (Sanders et Huis in’'t Veld, 1999; Playne et Salminen, 2002;
Gueimonde et Salminen, 2003):

Aide a la digestion du lactose par I'action de la B -galactosidase bactérienne.
Réduction du risque des diarrhées par I'activité antipathogéne et la stimulation du
systéme immunitaire.

Diminution des allergies alimentaires par 'amélioration de la fonction barriére de

la muqueuse, la stimulation du systéme immunitaire et dégradation des protéines
allergénes.

Activité hypocholestérolémiante par I'assimilation du cholestérol, et la déconjugaison
des sels biliaires.

Prévention du cancer du cdlon par la dégradation de carcinogénes, production de
composés antimutagéniques, modulation des enzymes fécales carcinogéniques et
stimulation du systéme immunitaire.

Résistance contre les maladies inflammatoires et irritables des intestins. L'utilisation
des probiotiques permet de restaurer la flore intestinale permettant a 'intestin de
jouer son réle de "barriére".

Effet antihypertenseur par action des peptidases sur les protéines du lait donnant des
peptides bioactifs.

Il. Les bactériocines

2.1. Définition de la bactériocine

Une bactériocine est définie comme étant une protéine ou complexe protéique a activité
bactéricide (Tagg et al., 1976; Klaenhammer, 1988). Tagg (1992) suggére de redéfinir les
bactériocines afin de considérer les caractéristiques que ne possédent pas les colicines,
mais qu'on observe chez la plupart des bactériocines des bactéries a Gram positif. |l
propose de retenir la définition originale et de référer a ces substances comme étant
des bacteriocin-like inhibitory substances (BLIS). Ces derniéres sont des substances
antibiotiques bactériennes qui sont produites par les bactéries a Gram positif et qui, tout
comme les colicines, sont des antibiotiques bactériens de nature protéique.

Le spectre d'activité d'une bactériocine se définit comme étant la diversité des bactéries
sensibles a l'action bactéricide ou bactériostatique du peptide. On a d'abord attribué aux
bactériocines un spectre d'activité limité aux bactéries taxinomiquement proches de la
bactérie productrice (Tagg et al., 1976). Certaines bactériocines possédent un large spectre
d'activité qui inclut des bactéries éloignées au point de vue phylogénétique.
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2.2

2.3.

Selon Tagg et al. (1976), une bactériocine doit répondre aux cinq critéres suivants:

Un spectre d’activité étroit, centré sur les espéces phylogénétiquement proches de la
souche productrice,

La présence d’'une partie protéique nécessaire a leur activité,
Un mode d’action de type bactéricide,
La fixation sur un récepteur spécifique localisé sur la cellule cible,

La synthése d’'une molécule par la cellule productrice qui 'immuniserait contre sa
propre bactériocine.

La bactériocine est un produit extracellulaire primaire, synthétisé par les bactéries par la
voie ribosomale et peut avoir une activité bactéricide a spectre étroit incluant les bactéries
de la méme espece ou du méme groupe a I'exception de la bactérie productrice qui possede
un mécanisme de protection spécifique (Aymerich et al., 2000; Ammor et al., 2006).

Découverte des bactériocines

En 1877, Pasteur et Joubert ont utilisé des micro-organismes non pathogénes antagonistes
pour le contréle des infections comme la diphtérie. En 1925, Gratia décrit une action
antagoniste spécifique entre deux souches d’Escherichia coli (Leclerc et al., 1995; Garnau
et al., 2002).

En 1928, Rogers a mis en évidence I'effet antagoniste de Lactococcus lactis vis a vis
de Lactobacillus bulgaricus. La substance produite fut nommée nisine par Mattick et Hirsch
en 1944. llsobservérent que l'action antibactérienne était forte et s'étendait a plusieurs
bactéries a Gram positif. La définitionprécédente ne convient alors plus, vu la découverte de
bactériocines a large spectre d'activité. De plus, certaines bactériocines, les lantibiotiques
s'associent directement aux structures phospholipidiques de la cellule cible sans nécessiter
de récepteur spécifique pour l'insertion des substances inhibitrices dans la membrane (Jung
et Sahi, 1991).

Nomenclature et classification des bactériocines
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Chez les bactéries lactiques des bactériocines sont produites par plusieurs genres:
Lactococcus, Lactobacillus, Pediococcus (Klaenhammer, 1988; Piard et Desmazeaud.
1992) Leuconostoc, Carnobacrerium. Srreprococcus, Enterococcus (De Vuyst et
Vandamme, 1994) et Bifidobacterium (Meghrous et al., 1999). La classification des
bactériocines repose sur la taille, les propriétés physicochimiques, la stabilité, le spectre
d'inhibition, le mode d'action, la présence d'acides aminésmodifiés et les informations
génétiques (localisation du géne structurel et analyse de séquence).

La nomenclature des bactériocines est basée sur le générique du genre ou de I'espéce
productrice (Leclerc et al., 1995). Par exemple I'espéce Escherichia coli produit une
bactériocine nommée colicine. L'espéce Pediococcus produit une bactériocine nommée
pediocine. D’aprés Bradley (1967), les bactériocines sont classées selon leur poids en deux
groupes:

Bactériocines de faible poids moléculaire : non sédimentables, sensibles a la
trypsine et thermostables.
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Bactériocines de haut poids moléculaire : sédimentables, résistantes a la trypsine,
thermolabile, visibles au microscope électronique et ressembles aux queues de
phages.

Les bactériocines ont été divisées en quatre classes selon Klaenhammer (1993):

Classe I. Les lantibiotiques, qui sont de petits peptides (< 15 kDa) contenant des
acides aminés inusuels.

Classe Il. Les bactériocines peptidiques (< 15 kDa), sans lanthionine.

Classe lll. Les bactériocines protéiques, de plus grande taille (> 15 kDa), sans
lanthionine, instable a la chaleur.

Classe IV. Les bactéricines complexes, qui ont un composant glucidique ou lipidique.

Les bactériocines des classes | et Il ont été les plus étudiées, parce qu’elles sont les plus
abondantes et qu’elles paraissaient se préter le mieux a des applications dans l'industrie
alimentaire.

Classe |

La classe | comporte des petites bactériocines nommées lantibiotiques. Il s'agit de peptides
dontla taille est inférieure a 5kDa. Ces peptides conservent leur activité aprés une exposition
a la chaleur. Ce groupese compose d'un nombre variable d'acides aminés modifiés aprés la
traduction de la protéine. Ces acides aminés sont la lanthionine, la 3-méthyllanthionine et
les résidus déshydratés (déhydroalanine et déhydrobutyrine). Quelques bactériocines ayant
été identifiées comme appartenant a ce groupe sont: carnocine Ul49; cytolysine; lacticine
3147; lacticine 481; lactocine S et Nisine.

Classe Il

La classe Il inclut des peptides de taille inférieure a 10 kDa. Ces peptides demeurent
également stables aprés un traitement a la chaleur. lls ne contiennent pas d'acides aminés
modifiés aprés la traduction. Un site de maturation composé de deux glycines successives
est présent dans le précurseur de la bactériocine. Une autre sous-classe avait été proposé
par Klaenhammer (1993), celui des bactériocines thiol-activées. La seule bactériocine thiol-
activée alors connue était la lactococcine B. Cependant, cette propriété de la lactococcine B
a depuis été réfutée par Venema et al. (1996). Cette classe comprend quatre sous-classe,
nommeés lla, lIb, llc et lId:

Sous-classe lla: elle est composée des bactériocines formées d'un seul peptide.
Certaines de ces bactériocines sont apparentées a la pédiocine. Pour ces derniéres, une
similarité de séquence en acides aminés plus élevée est retrouvée a l'extrémité N-terminale
du peptide. On y retrouve deux cystéines réunies par un pont disulfuredans le peptide
mature: -Y-GN-GV-XI-C-X--K/N-X3-1-C-, ou XI a X4 représentent des résidus polaires non
chargés ou chargés. Cette séquence consensusest appelée la boite pédiocine. Certaines
de ces bactériocines possedent un autrepont disulfure situé dans la région C-terminale.
Ces peptides ont la particularitéd'étre actifs contre le genre Listeria. Les bactériocines
apparentées a la pédiocine sont: la bavaricine IMN, la carnobacteriocines BM1 et B2, la
curvacine A, I'enterocine A, la leucocineA, la mesentericine Y105, la pediocine PA1, la
piscicocine Via, la piscicoline 126 et la sakacine P. Ce sous-groupe comprend aussi les
bactériocines non apparentées a la pédiocine comme la AS-48, la carnobacteriocine A, la
crispacine A, la divergicine 750, la lactococcines A et B, la lactococcine 972 et 'enterocine B.
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Les bactériocines qui sont actives contre Listeria: pédiocine PA4 (Gonzalez et Kunka,
1987), sakacine A (Schillinger et Liicke, 1989), leucocine A-UAL 187 (Hastings et Stiles,
199I), sakacine P (Tichaczek et al., 1992) et curvacine A (Tichaczek et al., 1992).

Sous-classe llb: bactériocines formées de deux peptides

Cette sous-classe comprend les bactériocines dont I'activité nécessite la présence
de deux peptides distincts. Les deux peptides doivent étre présents en quantités
approximativement équivalentes pour obtenir une activité optimale (Nissen-Meyer et al.,
1992; Allison et al., 1994; Anderssen et al., 1998). Les génes structuraux qui codent
pour de tels peptides sont habituellement situés un a la suite de l'autre, dans un méme
opéron (Allison et al., 1994; Diep et al., 1996; Nes et al., 1996; Richard et al., 2006).
Les bactériocines appartenant a ce sous-groupe sont la lactacine F, la tactobine A, la
lactococcine G, la pediocine L50, la plantaricines E/F, J/K et S et la thermophiline 13.

Les complexes de poration qui requiérent deux peptides pour I'activité:

lactococcine G (Nissen-Meyer et al., 1992; Moll et al., 1996). lactococcine M (Van Belkum
et al., 1991, 1992), lactacine F (Muriana et Klaenharnmer, 1987, 1991 a, et b).

licil s’agit des bactériocines dont la secrétion des sec-dépondante, tel que la divergicine
(Van Belkum et al., 1989; Venema et al., 1993).

lld Les bactériocines qui ne peuvent étre regroupées dans les trois premiéres sous-
classes: diplococcine (Oxford, 1944; Davey, 1981, 1984; Davey et Richardson, 1981; Davey
et Pearce, 1982) et lactococcine A (Holo et al., 1991; Stoddard et al., 1992).

Classes Il

La classe lll regroupe les bactériocines de haut poids moléculaire (plus de 30 kDa). Ces
bactériocines sont sensibles a la chaleur. Cette classe comporte les bactériocine suivantes:
helveticine J(Joerger et Klaenhammer, 1986, 1990), caseicine 80 (Rammelsberg et Radler,
1990; Rammelsberg et al., 1990), acidophilucine A (Toba et al., 1991a),. lacticines A et B
(Toba et al., 1991b) et helveticine V-1829 (Vaughan et al., 1992),

Classe IV

La classe IV comporte les bactériocines composées d'une partie non protéique nécessaire
a l'activité inhibitrice (sucre ou lipide). Cependant, aucune bactériocine produite par L. lactis
n'appartient a I'une de ces deux classes. La classe IV a été ajoutée suite a I'observation
de la perte d'activité de certaines bactériocines aprés leur incubation en présence
d'enzymes dégradant les sucres et les lipides (Jiménez- Diaz et al., 1993). Cependant, la
purification de ces bactériocines a révélé qu'elles avaient la méme composition que les
bactériocines réguliéres (Jiménez-Diaz et al., 1995). L'existence de cette quatriéme classe
pour les bactériocines reste donc controversée (Nes et al., 1996). Cette classe comporte
lesbactériocines suivantes: lactocine 27 (Upreti et Hinsdill, 1973), plantaricine S (Jimenéz-
Diaz et al., 1993) et pédiocine SJ- 1 (Schved et al., 1993).

2.4, Caractéristiques des bactériocines
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2.4.1. Caractéres biochimiques

Toutes les bactériocines possédent une protéine responsable de leur activité biologique
(Tagg et al., 1976). Les bactériocines peuvent étre soit de composition simple constituée
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uniquement de protéines telles que la nisine et la lactine 481, soit de composition complexe
par la présence de lipides de carbohydrate additionés a la protéine telle que la lactine 27
(Upreti et Hinsdill, 1975).

Les bactériocines présentent une sensibilité aux enzymes protéolytiques telles que
la pepsine, I'l] chymotrypsine et la trypsine (Piard et Desmazeaud, 1992). Il existe des
bactériocines qui sont sensibles aux enzymes non protéolytiques (lipase et (| amylase).

2.4.2. Caracteéres physiques

Les bactériocines de faible poids moléculaire sont trés thermostables, a 'opposé de celles
qui sont a poids moléculaire élevé qui sont trés sensibles aux traitements thermiques (Lee
et Paik, 2001; Alves et al., 2006; Albano et al., 2007).

2.4.3. Caractéres chimiques

Les bactériocines sont généralement stables dans les milieux acides et neutres. Par contre
elles perdent leur stabilité en milieu basique. C’est le cas de la nisine qui perd sa stabilité a
80% a pH 10 (Piard et Desmazeaud, 1992; Kostinek et al., 2007).

L’activité de la bactériocine issue de bactéries lactiques mésophiles n’est pas affectée
par la variation du pH allant de 2 & 11 (Gomez et al., 1997).

Mécanisme d’action de la bactériocine

Toute les bactériocines de bactéries lactiques, dont le mode d’action a été étudié, paraissent
agir de facon similaire en formant des pores dans la membrane plasmique des cellules
cibles. Cependant sans qu’une explication puisse étre fournie, un effet bactériostatique a
été décrit pour certaines bactériocines alors que pour d’autres, quelquefois trés proches des
précédentes, I'effet est nettement bactéricide (Héchard et al., 1992).

D’autres différences résident dans la nécessité d’'un potentiel membranaire et une
action directe sur les structures phospholipidiques (Jung et Sahl, 1991) ou a linverse
un mécanisme dit voltage- indépendant, mais nécessitant une interaction initiale avec un
récepteur de nature protéique (Venema et al.,, 1996). Dans tous les cas, la formation
de pores membranaires a pour conséquence directe I'efflux d’ions ou encore de petites
molécules comme des acides aminés.

Les bactéries productrices pouvant étre sensibles a leur propre bactériocine, elles
se prémunissent a l'aide d’une protéine qualifiée «d’immunité» (Abee, 1995). La protéine
d'immunité, une protéine possédant un large domaine transmembranaire pourrait interagir
avec le récepteur potentiel de la bactériocine et empéchait ainsi l'insertion de cette derniere
dans la membrane (Quadri et al., 1995).

Selon Tagg et al. (1976), le mode d’action des bactéries comporte deux étapes:

1 °©re étape : elle consiste en I'adsorption de la bactériocine sur les récepteurs
spécifiques ou non spécifiques de la membrane des cellules cibles.

2 eme étape: elle est une phase irréversible implique la modification pathologique
de la cellule cible.

L’action des bactériocines se manifeste par la formation des pores dans la membrane
plasmique des cellules cibles et la fuite des constituants cellulaires (ATP, K+) qui ont un réle
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dans le maintien et I'équilibre des réserves énergétiques et du pH intracellulaire. Cette perte
va perturber la synthése des macromolécules tels que I’ADN, ’ARN et les protéines.

2.6. La biosynthése des bactériocines

Plusieurs étapes sont nécessaires a la production d'une bactériocine mature par une
bactérie. L'induction de la biosynthése, la transcription en ARN et la traduction en protéines
des différentes composantes du systeme de biosynthése, la modification des acides aminés
dans le cas des lanthionines, la maturation et finalement le transport de la bactériocine
vers l'extérieur de la cellule constituent les différentes étapes debiosynthése. Il faut aussi
inclure dans ces étapes l'immunité, qui rend lacellule productrice résistante a sa propre
bactériocine. Le tableau suivant résume lerdle des diverses protéines impliquées dans la
biosynthése d'une bactériocine (Tab. 1) (Venema et al., 1996).

Tableau 1: Réle des protéines impliquées dans la biosynthése d'une bactériocine

Protéine(s) |ROle

Induction Recoit un signal de l'inducteur (externe a la cellule) et provoque la transcription
des génes codant pour la biosynthése de la bactériocine

Structure code pour la bactériocine immature

Modification |dans le cas des lantibiotiques, modifie des acides aminés sur la bactériocine
immature

Transport Transporte la bactériocine a I'extérieur de la cellule

Clivage coupe la bactériocine immature de son signal N- terminal

Immunité rend la cellule productrice résistante a sa bactériocine

2.7. Bactéries lactiques productrices de bactériocines

24

2.7.1. Lactobacillus acidophilus

2.7.1.1. Principaux caractéeres des lactobacilles

Ce sont des bacilles se présentant sous la forme de petits batonnets plus ou moins allongés
de 0,5 a 2 ym de longueur. lls peuvent avoir différents aspects: droits, diplobacilles ou en
une longue chaine de bacilles (Larpent, 1997). Ces bactéries tirent leur nom de «lacto»
du fait qu’elles transforment les sucres du lait par le biais de la fermentation lactique. La
croissance des bacilles est stimulée par une concentration de CO2 de I'ordre de 5 a 10 %.

La présence de ce dernier indique I'anaérobiose. Ces bactéries peuvent se développer en
association avec d’autres espéces lactiques dans un produit alimentaire fermenté ou dans
le tube digestif de 'homme. Peu d’espéces sont pathogénes.

2.7.1.2. Taxonomie

Les bactéries lactiques du genre Lactobacillus appartiennent a la famille des
Lactobacillaceae. Orla Jensen (1919) a divisé ce genre en trois groupes (sous genre) selon
le produit de fermentation des sucres et leur température optimale de croissance:

Groupe | Thermobacterium

Ce groupe rassemble les lactobacilles homofermentaires stricts qui fermentent les
hexoses par la voie d’Embden Meyerhof Parnas. Ces bactéries se développent a une
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température de 45 °C a I'exception de deux espéces soit Lactobacillus agilis et Lb.
murinis. Les espéces appartenant a ce groupe ne se développent pas a une température
de 15°C. Plusieurs espéces sont trouvées dans le lait soit Lactobacillus bulgaricus, Lb.
acidophilus, Lb. lactis, Lb. helveticus, Lb. jugurti et Lb. matis. Les bactéries de ce groupe sont
caractérisées par I'importante quantité d’acide lactique produite par ces germes. Chaque
espéce possede des aptitudes trés limitées a fermenter divers sucres (Desmazeaud, 1983).

Groupe Il Streptobacterium

Ce groupe représente les bacilles hétérofermentaires facultatifs. Les hexoses sont
fermentés par la voie d’Embden Meyrhof Parnas en acides lactiques. Mais les pentoses
peuvent étre dégradés en empruntant la voie hétérofermentaire en produisant des acides
lactique et acétique.

Groupe lll Betabacterium

Les espéces de ce groupe ont un métabolisme strictement hétérofermentaire. IL y a
absence de fructose 1,6 dip-aldolase et de phosphofructokinase. Mais elles ont une forte
activité de glucose 6 D gluconate déshydrogénase. Les espéces de ce groupe possédent
une phosphocétolase. Elles fermentent le gluconate et les pentoses en produisant de
I'acide lactique, de I'acide acétique, du CO2 et de I'éthanol. Ce groupe comporte plusieurs

espeéces dont Lactobacillus brevis et Lb. kefir. Seules deux espéces se développent a une
température de 45°C (Lb. fermentum et Lb. neuteri).

2.7.2. Les bifidobactéries

2.7.2.1. Taxonomie des bifidobactéries

Les bifidobactéries ont longtemps appartenu au genre Lactobacillus et puis plus tard au
genre Actinomyces (Poupard et al., 1973). Le pourcentage de cytosine-guanine de ’ADN
chez le genreBifidobacterium est en moyenne de 61 %. Mais chez le genre Lactobacillus il
est de 32 a 53 % (Dellaglio et al., 1994; Biavati et al., 2000).

Actuellement, le genre Bifidobacterium appartient a la famille des Actinomycetaceae. ||
était composé de 29 espéeces dont 10 provenant de ’lhomme, 17 de divers animaux et 2 du
milieu aquatique. D'aprés Meile et al. (1997), trois nouvelles espéces ont été inclues dans
la liste, Bf. lactis et Bf. inopinatum isolées a partir du lait de vache et Bf. denticolens isolée
de I'étre humain. Actuellement, il existe 32 espéces de bifidobactéries.

L'identification des bifidobactéries est généralement effectuée selon la méthode de
Mitsuoka (1984). Celle-ci permet entre autres, d’identifier les acides organiques produits par
la fermentation du glucose. Par ailleurs grace a une méthode enzymatique il est possible
de rechercher la fructose -6- phosphate phosphocetolase (Chevalier et al., 1990; Gerdes,
2001; Ward et Roy 2005).

2.7.2.2. Caractéres généraux

Les bifidobactéries sont des bactéries Gram (+), asporogénes, immobiles et a catalase
(-)- Elles se présentent en petits amas formant des bouquets de batonnets incurvés aux
contours réguliers et ondulés. Elles peuvent aussi se présenter sous la forme de petits
bacilles réguliers ou de coccoides (Chapon et Kiss, 1991; Gavini et al., 1991).

Leur morphologie dépend de la composition du milieu. La forme bifide en Y apparait en
présence de carbonate, d’acétate de sodium et de chlorure dans le milieu.
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Les bifidobactéries se distinguent des autres bactéries a Gram (+) par leur morphologie
bifide et la présence de la fructose-6- phosphate phosphocetolase (F6PPK). Cette derniére
assure la dégradation des hexoses par la voie du fructose —6- phosphate. Cette voie est
appelée « Bifid-shunt » [voie F6P-phosphocétolase] (Jiang et al., 1996; Fujiwara et al., 2001)
(Fig. 2).

Ce sont des micro-organismes anaérobies. Leur développement nécessite I'addition
d’'un agent réducteur tel que le chlorhydrate de cystéine ou de l'acide ascorbique (Roy,
2005). Ce sont des bactéries acidophiles (pH optimal 5 a 6). Leur température optimale
de croissance est comprise entre 37 et 40 °C. Les espéces de bifidobactéries provenant
de 'homme sont généralement non pathogénes. Les problémes cliniques associées
aux bifidobactéries sont rencontrés avec I'espéce Bifidobacterium dentium (Mitsuoka et
Kaneuchi, 1977; Leahy et al., 2005).

Lactose VOIE FERMENTAIRE BIFIDE

GA-IP Sédoheptulose-7P
>—< P, ape  ATP
Ribose-5P = == buose 5P7 == H-,.-‘.ulusa-EF\-lm;‘ M&wI-P—L‘Am
cotn !
Ga-3r I

2 AP E Lok

Pyruvate e Bcétyl Cot - - -= &thanal

________ —————m e ————=—= formante 2 NADH 3 NADT

Fig. 2: Transport et métabolisme des sucres par les bifidobactéries (Thompson, 1987).

2.7.2.3. Les facteurs bifidigénes
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Les bifidobactéries sont incapables de se développer dans un milieu totalement synthétique.
Leur croissance nécessite la présence de substances naturellement présentes dans le
lait maternel appelées facteurs bifidigenes (Nord et al., 1984; Poch et Bezkorovainy,
1991). Il existe au moins 2 types de facteurs bifidigénes, thermostables pour B. bifidum
et thermolabiles pour Bf. infantis (Romond et al., 1980; Misra et Kuila, 1992). Bf. bifidum
trouve dans le lait de la femme des facteurs résistants a la chaleur, alors que Bf. infantis ne
se développe pas dans le lait maternel pasteurisé.

Facteurs bifidus | et Il

Le liquide amniotique et le lait maternel en contiennent (sous la forme de gynolactose)
(Beerens et al., 1980; Tamura, 1983). Ces facteurs stimulent essentiellement la croissance
de Bf. bifidum. Les mucines de porcs et de rongeurs en présentent également. Ces facteurs
sont utilisés comme source d’énergie par Bf. bifidum (Proulx et al., 1992).

Les facteurs bifidus Il sont obtenus au cours de la digestion par la voie enzymatique
par action de la trypsine, la chymotrypsine, I'alcalase ou la papaine sur les protéines (Proulx
et al., 1992). Ces facteurs sont présents dans le lait maternel et dans le foie. L’addition de
ces facteurs dans les produits lactés augmente le nombre de ces bactéries dans les selles
et diminue le pH jusqu’a une valeur proche de celle des selles de nourrissons allaités au
lait maternel (Modler et al., 1990).

Les oligosaccharides

Selon Salminen et Salminen, (1997), le lactulose est favorable pour la croissance des
bifidobactéries. Le lactulose est un disaccharide composé de galactose et de lactose. I
est obtenu par une caramélisation du lactose. En dehors de son effet bifidigéne ce sucre
est utilisé dans le traitement des constipations et des affections intestinales (Tanaka et al.,
1983; Dorshow et Lewitt, 1987). Le raffinose est un oligosaccharide naturel métabolisé par
des espéces de bifidobactéries (Yazawa et al., 1978; Terada et al., 1992; Dubey et Mistry,
1996). Il existe méme des oligosaccharides de synthése tels que le fructo-oligosaccharide
et le transgalactoside-oligosaccharide. Ces composés ne sont pas fermentescibles dans la
bouche. lIs sont indigestes dans I'intestin gréle, mais totalement dégradables dans le colon
(Bouhnik et al., 1991; Champagne et al., 2005).

Selon Wijsman et al. (1989) les oligo-saccharides de synthése ont un grand intérét au
laboratoire pour un isolement sélectif des bifidobactéries a partir d’'un produit polymicrobien
tel que les selles.

Les autres facteurs bifidigenes

L’addition de jus de carotte ou de ses constituants tels que I'acide pantothénique, I'acide 3-
phosphocoenzyme A-5-sulphonique, ou I'acide 4-phosphopantétheine -5-sulphonique, aux
milieux de culture augmente la croissance des bifidobactéries (Romond et Romond, 1987).

Il existe aussi d’autres facteurs bifidogénes tels que I'extrait de malt (Nagawa et al.,
1987) et I'extrait de levure (Roy et Ward, 1990).
2.7.2.4. Spécificités biochimiques et culturales

Les bifidobactéries sont des bactéries anaérobies strictes. Elles se développent sur de
nombreux milieux de culture en présence d’un agent réducteur tel que le chlorhydrate de
cystéine ou I'acide ascorbique (Gavini et al., 1991 et 1996).
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Les bifidobactéries peuvent se développer sur d’autres milieux tels que le TPY
(Trypticase peptone yeast) et le milieu Columbia Agar modifi€ par Beerens (1990). Ce
dernier est sélectif et électif pour les bifidobactéries lorsque le pH est ajusté a 5 par I'action

de I'acide propionique (Bonaparte et al., 2001). Il existe un 3°M€ milieu appelé Bacto Brewn
Anaerobic Agar Actinomyces Broth, (De Roissart et Luquet., 1994). Pour le dénombrement
des bifidobactéries deux milieux sont utilisés (Wijsman et al., 1989). Le premier milieu,
est le transgalactosylate oligo-saccharide (T.0.S) agar amélioré par le NPNL (mélange
d’antibiotiques, de sulfate de néomycine, de sulfate de paromomycine, d’acide nalidixique
et de liel). Le second milieu, est le TOS agar modifié par le remplacement du TOS par L-
arabinose.

Sur le plan biochimique, les bifidobactéries se différencient des autres espéces au
niveau de la voie du Bifid Shunt du fructose-6-P, en produisant 3 moles d’acétate pour 2
moles de lactate (De Roissart et Luquet, 1994). Le processus de la fermentation du glucose
parBifidobacterium est présenté dans la figure 2 (Tamime et al., 1995). Toutes les espéces
de bifidobactéries sont nitrate-réductase (-), et catalase (-) a 'exception de Bf. indicaum et
de Bf. asteroides qui deviennent catalase (+) en présence d’air.

lll. La microflore intestinale de ’homme

3. 1. Installation de la flore intestinale

Dans les heures qui suivent la naissance puis durant toute la vie, le tube digestif est colonisé

par les bactéries dites résidantes a un taux élevé (soit 1011 bactéries/g de selles) (Fuller,
1989;Fooks et Gibson, 2001).

Cette flore bactérienne se caractérise par un équilibre avec des populations
dominantes. Ces germes sont un effet sur 'h6te. On parle «d’écosystéme microbien
intestinal». Seules les populations dominantes peuvent avoir une fonction efficace au
niveau du tube digestif. Une autre population bactérienne dite sous-dominante compose
cet écosysteme. Cette flore forme des bactéries en transit, provenant de 'alimentation ou
de prescriptions médicamenteuses (Moreau, 2001a; Duggan et al., 2002; Reuter, 2002).
Il existe une troisieme flore nommée flore fluctuante constituée en partie de bactéries
synthétisant des substances indésirables (phénol, ammoniac, sulfure). L'importance de
cette flore est fonction des deux autres populations ou flore microbiennes ci-dessus citées
(Baudet, 2002). De grandes différences existent entre la flore microbienne des personnes
agées, celles de lI'enfant et de I'adulte. La qualité de la flore intestinale est fortement
influencée par l'alimentation, a titre d’exemple les bifidobactéries abondent dans la flore
fécale du nourrisson allaité au sein contrairement a ce qui est trouvé dans les selles du
nourrisson allaité artificiellement (Moreau, 2001a; Altermann et al., 2005; Azcarate-Peril et
al., 2005).

3.2. Le systéme immunitaire intestinal
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La muqueuse de I'intestin gréle et celle du colon contiennent un nombre de cellules immunes
supérieur au nombre total existant dans tout le reste de I'organisme. L'intestin est ainsi
le premier organe lymphoide de I'organisme. Parallélement, le tube digestif contient, chez



3.3.

Chapitre I: Etude bibliographique

’lhomme, environ 1014 bactéries principalement présentes dans les parties terminales de
l'intestin gréle et dans le colon, 60 a 70 % de cellules immunes sont présentes dans la
muqueuse intestinale.

La premiére fonction du systéme immunitaire intestinal est de tolérer toutes les
protéines étrangéres a l'organisme ou antigénes. Dans ce cas il n'y a pas de réponses
immunes inflammatoires contre ces protéines au niveau du tube digestif. Cette importante
fonction empéche ainsi le développement des hypersensibilités alimentaires. Cependant le
systéme immunitaire intestinal doit également protéger I'héte de la pénétration de bactéries
résidantes dans le compartiment systémique et de I'envahissement du tube digestif par
des microorganismes pathogénes. Pour cela ce systeme a une deuxiéme fonction qui
est la possibilité de fabrication d’anti-corps appartenant a la famille des immunoglobulines
A ou IgA sécrétés dans la lumiére intestinale par les cellules immunes de la muqueuse
(plasmocytes a IgA). Ces anticorps sont parfaitement adaptés aux conditions de l'intestin.
Leur fonction protectrice est d’empécher la translocation bactérienne par des bactéries
résidantes et pathogénes, de neutraliser les toxines, d’inhiber la multiplication virale dans
I'entérocyte, et de bloquer 'adhésion des bactéries a la muqueuse (Moreau, 2001b; Delgado
et al., 2007).

Interaction flore intestinale-immunité de I’hote

La présence de bactéries intestinales interagit fortement avec le développement du systéme
immunitaire intestinal et avec ses fonctions. Ainsi la flore intestinale joue un role trés
important en optimisant ces fonctions ce qui permet le maintien de I'équilibre intestinal.

Les aliments peuvent avoir un effet immunomodulateur en influant sur la flore
intestinale, d’ou la naissance des produits dits «fonctionnels» dont on distingue les
probiotiques (Moreau, 2001b; Belfiore et al., 2007). En effet la flore intestinale peut étre la
cible d’'un déséquilibre due a des causes physiologiques (malnutrition, prise d’antibiotiques,
stress et déficit immunitaire). Il faut veiller au bon équilibre de I'écosystéme microbien
intestinal en renforgant la présence de la flore dominante. C’est le réle des probiotiques tels
que Bifidobacterium et Lactobacillus (Baudet, 2002; Pillai et Jesudhasan, 2006; Loghavi et
al., 2008).
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Chapitre Il: Matériel et méthodes

1. Matériel biologique

Le matériel biologique comprend:

Le lait de vache cru fourni par une ferme située prés de Blida. La vache appartient a
la race bretonne pie noir. Les prélévements de lait ont été réalisés directement a partir
de la mamelle. Les conditions de la traite sont comme suit:

L'extérieur de la mamelle souvent souillé par la litiere ou par les excréments; un
nettoyage préalable avant la traite est donc indispensable; celui-ci peut étre réalisé
a l'aide d'un linge préalablement trempé dans une solution désinfectante, tiéde; la
mamelle doit ensuite étre séchée.

Les premiers jets de lait provenant de chaque quartier de la mamelle sont toujours
plus fortement chargés en germes; il y a lieu de les collecter séparément et de ne pas
les mélanger avec le lait recueilli ultérieurement.

Se laver soigneusement et se sécher les mains avant la traite.
Assurer une réfrigération rapide du lait (0-4°C.).

Des selles de nourrissons allaités exclusivement au sein de I'hépital Ben Boulaid de
Blida.

Différents germes pathogénes (souches cibles ou indicatrices) fournis par le laboratoire de
microbiologie de I'hopital Ben Boulaid de Blida, le laboratoire d’hygiéne de Blida et l'institut
Pasteur d’Alger. Les germes pathogénes Gram positif utilisés sont Listeria innocua, Listeria
monocytogenes, Staphylococcus aureus, Campylobacter jejuni et Bacillus subtilis.Les
germes pathogénes Gram négatif utilisés sont Escherichia coli (EPEC), Salmonella
thyphimurium et Yersinia enterocolitica. D'autre espéce indicatrices non pathogénes sont
utilisées soit, Lactobacillus helveticus, Streptococcus thermophilus, Bifidobacterium infantis,
Bifidobacterium breve et Bifidobacterium bifidum.

Une souche de référence Lactobacillus bulgaricus 340 (Danisco, Dangé-Saint-
Romain, France).

Les conditions de culture des souches cibles sont présentés en annexe (Tab. 2).

2. Méthodes

2.1. Technique d’isolement et de sélection des bactéries lactiques
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Les streptocoques thermophiles sont isolés a partir d’un lait cru fourni par une ferme de la
région de Blida. Ce lait est laissé pour une coagulation spontanée a 37°C pendant 24h. Ce
dernier fera objet d’un isolement des lactobacilles thermophiles.
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A partir du lait de vache, des dilutions décimales jusqu’a 10'7 sont réalisées. A partir
de la derniére dilution, des ensemencements sont faits en profondeur sur milieu MRS, qui
favorise la croissance des lactobacilles et en surface sur milieu M17 pour la croissance des
streptocoques. L'incubation des boites de Pétri se fait a une température de 37°C pour les
lactobacilles et a 42°C pour les streptocoques thermophiles pendant 24 a 48 h.

Les souches bifides proviennent de selles fraiches d’'un nourrisson sain 4gé de 2 mois.
L'échantillonnage est effectué au niveau de la pouponniére de I'hdpital Ben Boulaid de Blida.

Les selles sont prélevées stérilement a partir de la couche jetable. L'isolement des
bifidobactéries est réalisé en profondeur sur MRS cysteiné a 37°C. Apres 48 h d’'incubation,
les colonies sont sélectionnées selon leur aspect morphologique ainsi que sur la base de
leur mobilité, de leur forme, de leur état frais et de la coloration de Gram (Tamime et al.,
1995). Les colonies des bifidobactéries sont repiquées sur le bouillon MRS cystéiné, a pH
6,4 additionné de 15 pg/ mL d'acide nalidixique. Puis les tubes sont incubés en anaérobiose
(en ajoutant une goutte d’huile de paraffine stérile a la surface du tube) pendant 24 h a
37°C. A partir des isolats plusieurs tests sont réalisés soit, la coloration de Gram, test de
la catalase, test physiologique et test biochimique de la galerie API 20A (cette galerie est
choisi vu I'absence de la galerie APl 50CH). Aprés quoi les souches seront repiquées sur
MRS cysteiné a pH 6,4 (Larpent, 1997; D'Aimmo et al., 2007).

2.2. ldentification des souches

Les souches sont identifiées selon les tests préconisés par Larpent (1997). Des
observations macroscopiques et microscopiques, des colorations de Gram, des tests de
la catalase, des tests physiologiques et des tests biochimiques de la galerie APl 20A sont
réalisés.

2.3. Criblage des bactéries lactiques thermophiles productrices de
bactériocines

L'effet antagoniste des souches lactiques est étudié vis a vis d’autres espéces lactiques
et a 'égard de 4 espéces pathogenes (Escherichia coli, Salmonella thyphimurium, Listeria
monocytogenes et Staphylococcus aureus) suivant la méthode de diffusion en milieu solide
afin de détecter la production de la substance inhibitrice. Celle-ci est mise en évidence par
la méthode de puits de diffusion sur gel (Tagg et al., 1976). Le principe de cette méthode est
basé sur la diffusion de I'agent antibactérien dans un milieu gélosé ensemencé au préalable
avec un germe cible.

Pour étudier I'effet antagoniste de la bactériocine, il est nécessaire d’éliminer I'influence
des acides organiques (acide lactique), le peroxyde d’hydrogéne (H20»2). Il est donc

nécessaire de travailler dans les conditions suivantes: (Gies et al., 1983; Toora, 1995).

-le pH du milieu est ajusté a une valeur de 6,8 en ajoutant quelques gouttes de NaOH
1N stérile.

I'effet inhibiteur du HpO2 est éliminé par I'ajout de la catalase (5 mg / mL).

2.4. Sélection des souches
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Une premiére sélection des souches est effectuée sur la base de I'activité bactériocinogéne.
Puis une deuxiéme sélection est réalisée sur la base de deux paramétres technologiques, le
pouvoir acidifiant et |la cinétique de la croissance. Ces deux derniers sont suivis dans du lait
écrémeé reconstitué a raison de 10% toutes les 2 h pendant 8 h et aprés 24 h de fermentation.

L'évolution de la population bactérienne est déterminée par dénombrement sur milieu
solide (nombre des UFC/mL).

L'activité acidifiante est caractérisée par quatre parameétres (Zourari et Desmazeaud,
1991):

Vm: vitesse maximale d’acidification exprimée en mUpH/min
Tm: temps ou intervient Vm (en min)

pHi: pH initial

pHf: pH final

La mesure de la croissance par dénombrement (UFC/ml) permet de calculer le temps
de génération (G) ainsi que le taux de croissance (M): (Prescott et al., 2007)

G =T. Log 2/ (Log N;y— Log Nj)
n=1/G

Log N : logarithme du nombre des UFC obtenu au temps final (T)

Log Nj: logarithme du nombre des UFC obtenu au temps initial (Tj)

2.5. Etude de ’activité antimicrobienne
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2.5.1. Préparation du surnageant brut actif

Un volume de 400 mL de bouillon MRS est inoculé a raison de 10% avec une préculture
de 24h de la souche bactérienne sélectionnée puis étuvé a 37°C pendant 18h avec une
agitation de 100 rpm. Une centrifugation de la culture est réalisée a 10 000g pendant 30
mn a 4°C. Le surnageant et le culot sont récupérés stérilement pour la recherche de la
substance inhibitrice. Le pH du surnageant est ajusté a une valeur de 6,8 puis filtré a travers
des membranes de 0,45 ym (diamétre des pores). Par contre le culot est lavé deux fois
avec de I'eau distillée, séché puis additionné de méthanol selon un rapport de volume 2/3
(V/P). Le but d’ajout du méthanol est I'extraction éventuelle de la bactériocine. Le mélange
est centrifugé a 10 000 g pendant 30 mn a 4°C. Le surnageant obtenu est appelé extrait
cellulaire.

2.5.2. Test de I'activité antimicrobienne

2.5.2.1. Méthode de diffusion en milieu solide

L’activité antimicrobienne du surnageant brut actif ainsi que de I'extrait cellulaire est testée
par la méthode de diffusion en milieu solide Le milieu gélosé approprié est ensemenceé a
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raison de 1% avec la souche cible. 20 mL de cette gélose sont coulés dans des boites de
Pétri. Des puits de 6 mm de diamétre sont creusés stérilement sur cette surface et seront
remplis avec 100 pL du surnageant de culture ou d’extrait cellulaire. Ces boites de Pétri sont
mises a une température de +4°C/ 4h pour permettre la bonne diffusion de la substance
antibactérienne. Les cultures seront mises dans leurs conditions optimales de croissance.
La lecture se fait par la mesure du diamétre en mm des zones d’inhibition formées autour
des puits (Zi). Une inhibition est considérée positive si le diamétre est supérieur a 2 mm
(Thompson et al., 1996). La mesure du diamétre d’inhibition Zi est effectuée selon la formule
suivante:

Zi en (mm) = diameatre de la zone d*inhibition obtenue (mm) — diam#&re de puits (6 mm)

2.5.2.2. Méthode de la dilution critique

Le but de cette méthode est de déterminer la plus faible concentration en bactériocine
capable de provoquer une inhibition compléte de la croissance de la bactérie cible. Les
cellules de la souche cible en présence de bactériocine a différentes concentrations sont
étuvés pendant 24h. Une courbe de corrélation entre la croissance de la souche cible en
fonction de la concentration en bactériocine est établie (Daba et al., 1994).

Au préalable, la taille de l'inoculum bactérien de la souche cible est déterminée.
Le suivi de I'absorbance de la souche cible Lb. bulgaricus 340 est réalisé a différentes
concentrations cellulaires. Une 6se de Lb. bulgaricus 340 est ensemencée dans 5 mL
de bouillon MRS puis étuvée a 37°C pendant 24h (culture P1). A partir de cette derniére

culture plusieurs dilutions dans 5 mL de bouillon MRS sont réalisées de 10'1 jusqu’a 10'4.
Les 4 cultures diluées (C1, C2, C3, C4) et les deux tubes témoins sont incubés a 37°C
pendant 24h, I'essai est réalisé en double. A travers cet essai, on cherche la dilution de la
culture de la souche cible qui permet d’obtenir une DO (a 660 nm) de 0,8 en 24 heures,
qui servira a I'étude de I'effet antagoniste de la bactériocine de Lb. acidophilus a différentes
concentrations.

Par ailleurs, en fin de fermentation de la souche sélectionnée, la culture est centrifugée
a 10 000g pendant 30 min. Le pH du surnageant brut actif (SBA) est ajusté a 6,5 (pH optimal
pour 'activité antimicrobienne) avec une solution de NaOH 1N stérile. Le SBA est distribué a
raison de 5 mL puis stocké a -20°C. L'activité antimicrobienne de la bactériocine est étudiée
vis-a-vis de la souche cible (Lb. bulgaricus 340) cultivée sur bouillon MRS en présence de
différentes concentrations en bactériocine contenue dans le SBA. Aprés 24h d’incubation,
une courbe de corrélation est effectuée (DO en fonction de la concentration du SBA). En
paralléle I'activité antimicrobienne de la bactériocine est testée par la méthode de diffusion
sur gel.

Purification de la bactériocine issue de Lactobacillus acidophilus

2.6.1. Préparation de la culture

La purification des bactériocines est réalisée selon le protocole établi par Nissen-Meyer
et al.(1992). Une colonie de Lactobacillus acidophilus est reprise dans 1 mL de bouillon
MRS puis étuvé a 37°C/24h. Un deuxiéme repiquage est réalisé: 1 mL de la précédente
culture est repris dans 10 mL de bouillon MRS étuvé a 37°C pendant 24h. Une grande

33



Purification et caractérisation de bactériocines produites par des bactéries lactiques autochtones
isolées

34

culture est ensuite lancée, 400 mL de bouillon MRS sont repiqués a raison de 10% avec
la culture précédente a 37°C pendant 18h. Une centrifugation réfrigérée est réalisée a 10
000 g pendant 30 min. Les surnageants récupérés sont filtrés sur de I'acétate de cellulose
0,45 pm.

Les différentes étapes de purification de bactériocine sont illustrées comme suit:

Surnageant brut actif (SBA)

Preécipitation au sulfate d'ammonium solide

a 40%, 60% et 80% de saturation

Purification sur un échangeur de cations

Purification sur une phase stationnaire inversée

Purification sur une phase stationnaire inversée analytigue (C2/C18)

Contrile de la pureté de la bactériocine par spectrométrie de masse a ionisation par

nébulisation électrostatique

Electrophorese sur gel polyacrylamide en présence de sodium dodécyl sulfate
(SDS-PAGE)

Differente étapes de purification de la bactériocines

2.6.2. Précipitation des protéines par le sulfate d'ammonium

Cette précipitation est un procédé de séparation basé sur la difference de solubilité des
protéines (Osterlund et Janson, 1997). Cette méthode permet de concentrer les protéines.
Le but est de déterminer a quelle concentration en sulfate d’'ammonium, la bactériocine
précipite. La précipitation des protéines est réalisée par addition de sulfate d’'ammonium
solide (NHg)2 SO4 a des concentrations progressives jusqu’a saturation compléete du

surnageant. Le surnageant brut actif additionné de sulfate d'ammonium est porté a une
incubation réfrigérée a +4°C sous agitation pendant 30 min.
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Le précipité est récupéré par centrifugation réfrigérée a 10 000 g pendant 1 h. Le
surnageant est ensuite repris, précipité par le sulfate d’ammonium jusqu’a 80% dans les
mémes conditions précédentes, puis centrifugé a 10 000 g pendant 1h. Le précipité obtenu
est remis en suspension dans le tampon sodium phosphate 10 mM.

2.6.3. Purification sur un échangeur de cations

Le surnageant brut actif est injecté avec un débit rapide (5 mL/min) sur une colonne a
échangeur de cations (S-Sépharose, Sigma®). Le type de gel est stream line sulfopropyl
(SF), et les dimensions de la colonne (L x D) sont 20 x 2,5 cm. Deux tampons sont utilisés,
tampon A (acétate de sodium 50mM, pH 4) et le tampon B (acétate de sodium 50 mM +
NaCl 1M, pH 4). La colonne est d’abord équilibrée avec le tampon A, puis le mélange (150
mL du SBA additionné de 50 mL du tampon A, pH 4) est injecté avec un débit de 10 mL/min
a travers cette colonne. Les fractions douées d’une activité inhibitrice seront éluées par une
solution de chlorure de sodium a 0,1M, 0,3M et 1M. L'éluat actif obtenu est appelé fraction I.

2.6.4. Purification sur une phase stationnaire inversée

La fraction | a été purifiée par un passage avec un débit de 4 mL/min sur une colonne en
phase inversée. Le gel utilisé est de type Poros R1 et les dimensions de la colonne (L x
D) sont 20 x 1,5 cm, avec un volume de 12 mL. Deux tampons sont utilisés, le tampon A
(0,1% d’acide trifluoroacétique) et le tampon B (80% acétonitrile + 0,09% TFA). La colonne
est d'abord équilibrée avec du tampon A pendant 2 min; ensuite la fraction active contenant
la bactériocine est passée a travers cette colonne avec un débit de 5mL/min. Les molécules
de bactériocine sont ensuite éluées avec un gradient linéaire du tampon B pendant 30 min.
L'éluat actif obtenu est appelé fraction Il

2.6.5. Purification sur une phase stationnaire inversée analytique (C2/C18)

Deux tampons sont utilisés, le tampon A (1,1% TFA) et le tampon B (0,9% TFA + 70 % ACN
+ 30% H2O0). La fraction Il préalablement lyophilisée est reprise dans 100 pL du tampon A.

Elle est purifiée par un passage sur une colonne en phase inversée analytique (RP-HPLC,
MN, 100 x 4, 300A, 5um, C8, Pharmacia-LKB). Cette colonne est d’abord équilibrée avec le
tampon A pendant 3 min. 20 uL d’échantillon sont injectés. Les molécules de bactériocine
sont éluées avec un gradient de tampon B (de 3 a 33 min: 100% B, de 33 a 35 min 100% A)
avec un débit de 1 mL/min. Un détecteur UV (Waters 991, Millipore) permet de suivre le profil
d'élution des molécules de bactériocine a 280 nm. Des fractions de 1 mL sont recueillies par
un collecteur de fractions (Cygnet, Roucaire) placé a la sortie du détecteur. La pureté de la
bactériocine est contrélée par spectrométrie de masse. Aprés chaque étape de purification,
une mesure de l'activité antimicrobienne des bactériocines est réalisée.

2.6.6. Controle de la pureté de la bactériocine par spectrométrie de masse a
ionisation par nébulisation électrostatique (ESI/MS, Electrospray lonisation
Mass Spectrometry)

La spectrométrie de masse est une technique d'analyse chimique permettant de détecter
et d'identifier des molécules d’intérét par mesure de leur masse monoisotopique. De plus,
la spectrométrie de masse permet de caractériser la structure chimique des molécules en
les fragmentant. Son principe réside dans la séparation en phase gazeuse de molécules
chargées (ions) en fonction de leur rapport masse/charge (m/z) (Gale et Smith, 2005).
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Le mécanisme de I'ionisation par électrospray est décrit comme suit: dans un premier
temps, I'échantillon est simplement solubilisé dans un mélange méthanol-eau 1:1 (v/v). Il
est ensuite introduit avec un débit de 2,5 puL/ min dans un capillaire qui est porté a un haut
potentiel électrique. Ce champ électrique provoque la formation d’'un nuage de gouttelettes
chargées qui se dirigent vers I'entrée du spectrométre de masse. Par évaporation, ces
gouttelettes vont porter une charge positive de plus en plus importante qui provoquera
une succession d’explosion coulombiennes pour aboutir a la fin du processus a des ions

moléculaires multichargées de type [M+nH]n+ ou n est le nombre de charge porté par la
molécule analysée de masse M (Constantin et al., 1996; Rollema et al., 1996).

Les spectres ESI présentent en général un ensemble de pics correspondant aux ions

multichargés de type [M+nH]n+ ou M correspond a la masse moléculaire de la molécule
analysée, et n au nombre de charges portées par cette molécule ionisée. La masse M
peut-étre déterminée trés simplement par déconvolution du spectre et transformation de ce
dernier en une courbe masse-intensité. Par exemple, pour deux pics successifs de rapports
m/z mesurés sur le spectre mq et mo (avec mq <mpy), et de charges Z et Z + 1 Sachant que:

mq= M+Z/Z
mo= M+Z+1/Z+1

On peut donc calculer I'état de charge n et la masse moléculaire M:
Z=(m2-1)/(mq-mp)
AvecM=[mo.(Z+1)]-(Z+1)

La détermination de la masse molaire de la bactériocine est obtenue grace au logitiel X
calibur

2.6.7. Electrophorése sur gel polyacrylamide en présence de sodium dodecyl
sulfate (SDS-PAGE)

L'une des variantes les plus répandues de I'électrophorése est la SDS-PAGE, utilisée
pour séparer les protéines en fonction de leur poids moléculaire. Les protéines sont
dénaturées par du sodium dodecyl sulfate, molécule trés fortement chargée négativement.
Les charges négatives du SDS noient complétement les charges propres de la protéine qui
n'interviennent plus. La charge de I'ensemble molécule dénaturée/SDS (et donc sa vitesse
de migration) dépend alors uniquement de la longueur de la chaine protéique. La présence
du gel ralentit les grosses protéines, qui se répartissent le long du trajet de migration en
fonction de leur poids moléculaire.

Une électrophorése est réalisée sur gel en présence de dodecyl sulfate de sodium
polyacrylamide (SDS-PAGE) selon la méthode de Schéagger et Von Jagow (1987). Le gel
principal est composé de 15% d’acrylamide, de 0,1% de dodécyl sulfate et de tris 0,33M
(Tableau 3, en annexe). 40 pL d'échantillon de bactériocine purifiée ont été mélangés avec
20 uL de tampon de charge pH 6,8 (composition en annexe). Les échantillons ont été bouillis
dans I'eau cing minutes avec le tampon de charge avant leur dép6t. Le marqueur peptides
LMW (pharmacia Biotech) utilisé est constitué de triosephosphate isomérase (26,6 kDa),
de myoglobine (17 kDa), de lactalbumine (14,2 kDa) et d’aprotinine (6,5 kDa).

Le systéme d’électrophorése utilisé est de type vertical de marque Bioblock Scientific.
20 pL de chaque échantillon est déposé a l'aide d’'une micropipette capillaire dans chaque
puits au travers du tampon. La migration éléctrophorétique se déroule sous une intensité



Chapitre II: Matériel et méthodes

de 50 mA a température ambiante sous une tension de 100 volts au début de la migration
et atteint jusqu’a 150 volts a la fin de la migration. Chaque échantillon a été chargé sur le
gel en duplicata de fagon a pouvoir couper le gel en deux a la fin de la migration et ainsi
obtenir deux gels identiques.

Lorsque la migration électrophorétique est terminée, deux gels sont faits
simultanément. Le premier est coloré avec du bleu de Coomassie (Tableau 4, en annexe).
Ce gel est ensuite décoloré dans une solution de décoloration (Tableau 4, en annexe). Le
deuxiéme gel est lavé trois fois avec 250 mL d'eau distillée stérile pendant 1 h. Il est alors
placé sur gélose MRS précédemment inoculé avec 1% de la souche cible Lb. bulgaricus
340. Aprés 18 heures d’incubation a 37°C, les zones d'inhibition correspondant aux bandes
colorées sont déterminées.

2.7. Action des protéases, du traitement thermique et du pH sur le
composé actif

L'activité de bactériocine a été étudiée aprés traitement du surnageant brut actif par la

catalase (Sigma®, Etats-Unis), par différentes protéases, a différentes valeurs de pH (de 4
a 10) ou apreés un traitement thermique.

Quatre enzymes protéolytiques ont fait I'objet de notre étude: pepsine (Merck 60 Ul/
mg), trypsine (Merck from bovine pancreas 40 Ul/mg), pronase (Merck 4.000.000Ul/g) et
protéinase K (Merck 40 Ul/mg) (Fillipov, 1981;Gwiazdowska et Trojanowska, 2006).

Toutes les enzymes ont été dissoutes dans la solution tampon de phosphate de
potassium 3 mmoI.L'1 (pH 7,0) excepté la pepsine (pH 3). Elles ont été ajoutées au

surnageant brut actif a une concentration finale de 0,5 mg. mL'1. Aprés incubation a 37°C
pendant 1h 30 min, I'activité antimicrobienne vis a vis Lb. bulgaricus 340 est étudiée par la
méthode de diffusion des puits.

L'effet de la catalase a été mesuré en ajoutant la catalase a une concentration finale 5
mg. mL'1; la catalase a été dissoute dans une solution tampon phosphate de potassium 50
mmoI.L"I (pH 7) puis incubée a 25°C pendant 2 heures.

La thermorésistance de la bactériocine a été examinée en chauffant le surnageant brut
actif pendant 30 minutes aux différentes températures: 70°C, 80°C, 90°C, 100°C et pendant
15, 30 et 45 minutes a 100°C et a 121°C. Apres refroidissement, I'activité antimicrobienne
est testée.

Des aliquotes du surnageant ont été ajustés aux différentes valeurs du pH (4, 5, 6, 7,
8,9 et 10) avec HCI 1N ou NaOH 1N avant d'examiner l'activité inhibitrice. Aprés incubation
pendant 1h 30min a 37°C, l'activité bactériocinogénique est testée vis a vis Lb bulgaricus
340 par la méthode de diffusion en milieu solide

Une détermination de I'activité de la bactériocine en unités arbitraires (UA), est réalisée
aprés chaque traitement du surnageant brut actif. Cette activité est définie comme étant la
plus grande dilution permettant une absence totale de la zone d’inhibition. Pour déterminer
les UA, Le MRS gélosé est ensemencé a raison de 1% avec la souche cible (Lb. bulgaricus
340). 20 mL de cette gélose sont coulés dans des boites de Pétri. Des puits de 6 mm
de diamétre sont creusés stérilement. Le surnageant brut actif contenant la bactériocine
préalablement traité est dilué en série (1/2, 1/4, 1/8, 1/16,..., 1/256) puis introduit dans les
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huit puits, de fagon a ce que chaque puits contienne un volume de 100 uL. Ces boites de
Pétri sont mises a une température de +4°C/ 4h pour permettre la bonne diffusion de la
substance antibactérienne puis incubées a 37°C. La lecture se fait par la détermination de
la dilution permettant une absence totale de la zone d’inhibition. L’'inverse de cette dilution
rapporté a 1mL représente la valeur d’'une unité arbitraire UA/mL

Production de bactériocine en bioréacteur

Avant inoculation du fermenteur, les inocula sont stockés soit sous forme congelée a -70°C,
soit sous la forme lyophilisée. Chaque cryotube contient 1g de biomasse, ils sont décongelés
pendant 10 min a 30°C dans un bain marie.

2.8.1. Matériel et milieu de culture du fermenteur

Le fermenteur utilisé est un réacteur Biolaffite (LSL-biolafitte-France) de 2,2L (volume utile
1,8L) (Fig. 3 a et b). Il est relié a un set de régulation permettant de mesurer et de
réguler le pH de culture (Fig. 4). Le milieu de culture utilisé est de type industriel. Il s'agit
d'un lactosérum doux en poudre. Il est reconstitué a raison de 60 g/L. Afin d'insolubiliser
les protéines de haut poids moléculaire, le pH est ajusté a 5,0 avec HpSO4 1N. Puis

un traitement thermique est réalisé a 110°C pendant 20 min. Aprés refroidissement, le
lactosérum est centrifugé a 10 000 g pendant 30 min. Le surnageant obtenu est filtré sur
papier plissé de 4 a 7 um de rétention puis complété avec de I'extrait de levure a raison de 20
g/L. L'extrait de levure permet d'enrichir le lactosérum en matiéres azotées. La stérilisation
du milieu est ensuite effectuée dans le fermenteur avec la sonde du pH a 110°C pendant
20 min.
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(b)

Fig. 3 (a et b): Fermenteur de 2,2L utilisé lors
de la culture de Lb. acidophilus 11 (photo. originale)
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Fig. 4: Equipements de la fermentation (photo. originale)

2.8.2. Conditions de culture

Une Ose bien chargée de Lb. acidophilus est ensemencée dans 5 mL de bouillon MRS puis
incubée a 37°C (culture P1) pendant 24h. Le jour de la fermentation, 100 uL sont repris dans
5 mL de bouillon MRS et incubés a 37°C pendant 18h (préculture P2). La préculture P2 est
diluée a raison de 1% dans de I'eau osmosée stérile. Le fermenteur (volume de milieu de
fermentation de 1,8 L) est inoculé a raison de 0,01% a partir de la précédente dilution.

Le fermenteur est muni d'un agitateur tournant a 200 rpm/min; une sonde de
conductivité électrique est reliée a un transmetteur Mycom CLM 151 (Endress Hauser,
Huningue, France) et a une sonde de pH stérilisable (Ingold, Paris, France). Le pH est régulé
avec une solution de soude (NaOH 1N) a l'aide d'une pompe péristaltique commandée par
un régulateur Demca type 3B101 (Promatex, Quinssaynes, France). La température de
la fermentation est maintenue constante a 37°C par la circulation d'eau chaude dans une
double enveloppe. L'eau du bain marie est portée a une température supérieure de 2°C a
la température désirée.

2.8.3. Suivi de la fermentation

L'acidification est caractérisée par la quantité de soude consommée pour assurer la
régulation du pH et par I'évolution de la conductivité électrique du milieu de culture. En
effet la mesure de la conductivité au cours d'une fermentation renseigne directement sur
la concentration en lactate de sodium. Par conséquent la conductivité est utile pour suivre
I'avancement d'une fermentation et pour préciser le moment d'arrét de la fermentation, au
méme titre que la consommation de la soude (Latille et al., 1992).

Deux mesures sont suivies au cours de la fermentation: le poids de la soude utilisée
et la conductivité. Le premier parametre (m NgOH, €n g) est mesuré sur une balance

électrique. Les données sont enregistrées sur ordinateur en temps réel, grace aux logiciels
Wcunac-Indus et PPouf (INRA, Grignon). Le deuxiéme paramétre (conduct., en mS) évolue
en fonction de la concentration en lactate de sodium. 6 descripteurs sont mesurés:

VmNgOH: vitesse maximale de consommation de soude (g/min).
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tmNgOH: temps pour atteindre VmpngOH (min).
dNaOH: consommation de soude correspondant a VmngOH (9)-

VmConduct: vitesse maximale de variation de conductivité (en mS/min).

tmMConduct: temps pour atteindre Vmgconduct (min).
dConduct: variation de conductivité a Vmgconduct (MS).

Trois conditions standards de fermentation a 37°C sont réalisées; respectivement a pH
6,5, a pH 5,5 et a pH 5,0. L'arrét de la fermentation est déterminé a partir des courbes
d'évolution des vitesses de variation du poids de NaOH et de la conductivité électrique. La
fermentation est stoppée a tmygOH + 3h, c'est-a-dire aprés la fin de la phase exponentielle

de croissance, et lorsque la vitesse de consommation de soude (VmngOH) et la vitesse de
conductivité électrique (Vconduct) atteignent leur valeurs maximales.

A la fin de la fermentation, un refroidissement du fermenteur est effectué a pH régulé,
en plagant le fermenteur dans un seau contenant de I'eau glacée pendant 30 min jusqu'a
ce que la température du milieu descende a 15°C. Le milieu fermenté est ensuite transféré
stérilement dans des pots de centrifugation (Fig. 5 a et b). Une centrifugation est ainsi
réalisée a 10 000g pendant 30 min. Le surnageant brut actif est récupéré stérilement pour
I'étude de Il'activité de la bactériocine. Les culots (biomasse) sont récupérés préalablement
pesés, puis dilués 3 fois avec du surnageant brut actif (1 poids du culot + 3 poids du
surnageant). Les mélanges sont alors répartis a raison de 500 pL dans des cryotubes.
Les échantillons sont congelés a -20°C et stockés pendant quelques semaines. Ces
échantillons serviront pour la mesure de l'activité acidifiante, avant congélation (j0), 24h
aprés congélation (j1), 7 jours (j7), 14 jours (j14), 21 jours (j21) et 28 jours aprés le stockage
(j28). Avant la mesure de l'activité acidifiante les échantillons sont décongelés dans le bain
marie a 30°C pendant 10 min.
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Fig. 5 (a et b): Technique de refroidissement du
fermenteur et de la collecte de la culture (photo. originale)

2.9. Cinétique d'acidification (CINAC)
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Le suivi de la cinétique d'acidification de la bactérie, développé a I'INRA de Paris, permet
I'acquisition et I'exploitation en temps réel du nombre de mesures de pH et des vitesses
d'acidification (dpH/dt) et I'établissement des cinétiques d'acidification correspondantes. Le
systéme CINAC a été inventé par Corrieu et al. (1988) dans le but de caractériser 'activité
acidifiante des souches lactiques. Grace a ce systéme les pertes d'activité acidifiante de
chaque espéce peuvent étre quantifiées (Béal et al., 2000; Fonseca et al., 2000 et 2001;
Monnet et al., 2003).

2.9.1. Principe du systéme

Le principe de ce systéme est de mesurer le pH en continu de plusieurs échantillons de
lait ensemencés dans des conditions standards et simultanément. Plusieurs descripteurs
sont calculés
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Vm: Vitesse maximale d'acidification Vm (upH/min).

tm: temps nécessaire pour atteindre Vm (min).

pHm: le pH correspondant a Vm.

tpHi: le temps nécessaire pour atteindre un pH donné (min) (exemple pHi= 5,5).

Le systéme CINAC est constitué de 4 parties fonctionnelles (Fig. 6 et 7):

un grand bain marie thermostaté,
15 sondes de pH (Ingold)
2 sondes de température (Prosensor, Amanvillers, France).

une interface électronique constituée de quatre cartes, soit une carte analogique
constituée de 28 transmetteurs, les trois autres cartes étant de type numérique
permettant la conversion numérique et analogique des données. Un ordinateur relié a
l'interface et fonctionnant avec le logiciel WCinac.

Le logiciel WCinac permet I'étalonnage des sondes de pH en deux points, la régularisation
de la température du bain marie, I'acquisition et le stockage des données, le calcul en temps
réel et la représentation graphique des vitesses d'acidification et des descripteurs (Béal et
al., 1997 et 2001; Fonseca et al., 2000 et 2001; Monnet et al., 2003).

2.9.2. Protocole expérimental

Le milieu de culture utilisé pour la mesure de I'activité acidifiante se compose de lait écrémé
(Elle et Vire, Condé-sur-Vire, France, Epi ingrédient, Ancenis, France) reconstitué avec de
I'eau osmosée a raison de 100g/L. Une fois le lait homogénéisé, il est distribué dans des
Erlenmeyers a raison de 150 mL puis couverts de bouchon Cinac et du papier aluminium.
Le lait est pasteurisé a 110°C pendant 20 min, puis refroidi et stocké a 4°C pendant 18h
avant son utilisation.

Les fioles de lait sont inoculées avec 100 uL de suspensions cellulaires a tester. Ces
derniéres sont décongelées dans un bain marie a 30°C pendant 10 min. toutes les mesures
sont triplées. Le descripteur d'acidification retenu est tp5,5. L'acquisition des données est
réalisée toutes les cinq minutes pendant 24h, jusqu'a atteindre un pH inférieur ou égal a 5.
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Fig. 6: Schéma simplifié du dispositif CINAC (Corrieu et al ., 1988)
Electrode de pH
Fioles Erlenmeyer contenant du lait ensemencé
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Fig. 7: Bain marie et sondes de pH plongées dans les fioles de lait (photo. originale)

2.10. Effet de la congélation et de la durée du stockage sur l'activité
acidifiante

Dans le but de quantifier la perte d'activité acidifiante de la souche lactique sélectionnée
aprés I'étape de congélation et au cours du stockage a -20°C, I'activité acidifiante de cette
espéce a été mesurée. Le principe consiste a déterminer grace au systéme CINAC le
temps nécessaire pour atteindre la vitesse maximale d'acidification. La décongélation est
une étape primordiale pour protéger les cellules bactériennes. Elle s'effectue par immersion
des cryotubes dans un bain marie a 30°C pendant 10 min.
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Chapitre lll: Résultats et discussion

1. Isolement et identification des espéces d’intérét

1.1. Les lactobacilles

Des isolats appartenant a la famille des lactobacilles ont été isolés a partir d’un lait caillé
de vache. Les colonies du genre Lactobacillus cultivées sur gélose MRS apparaissent sous
forme ronde de couleur blanchatre ayant un aspect crémeux lisse ou rugueux a contours
irréguliers. L’aspect microscopique aprés coloration de Gram révele la présence de cellules
sous la forme de batonnets. Les résultats des tests effectués sont les suivants: Gram +,
catalase -. Les résultats de la galerie API 20 A relatifs aux tests biochimiques (tableau
5 en annexes) indiquent qu’il s’agirait bien de I'espéce Lactobacillus acidophilus. Dans la
présente étude 13 souches appartenant a I'espéce Lactobacillus acidophilus ont été isolées
a partir d'un lait de vache coagulé spontanément. Il est a noter que notre recherche était
orientée vers la sélection de I'espéce Lactobacillus acidophilus.

1.2. Les bifidobactéries

Plusieurs espéces appartenant a de la famille des bifidobactéries ont été isolées a partir
des selles de nourrissons agés d’'un mois allaités exclusivement au sein de I'hépital de
Ben Boulaid de Blida. Les colonies du genre Bifidobacteriumcultivées sur gélose MRS
cystéiné apparaissent sous une forme de colonie ronde lenticulaire. L’aspect microscopique
aprés coloration de Gram révéle la présence de cellules sous la forme de batonnets
bifurqués. Les résultats des tests effectués sont les suivants: Gram +, catalase -. Les
résultats de la galerie API 20 A relatifs aux tests biochimiques (tableau 6 en annexes) nous
rapprochent des espéces Bifidobacterium bifidum (6 souches), Bifidobacterium longum (7
souches), Bifidobacterium infantis (7 souches), Bifidobacterium adolescentis (4 souches),
et Bifidobacterium breve (5 souches).

1.3. Les streptocoques
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Les streptocoques ont été isolés a partir du lait cru de vache de la région de Blida. Les
colonies du genre Streptococcus cultivées sur gélose M17 apparaissent sous une forme
de colonie ronde, blanche, bien visible de 2 a 3 mm de diameétre. Elles se présentent sous
une forme allongée a contours réguliers ou sous forme arrondie a contours flous. Apres
coloration de Gram, les cellules se présentent sous forme de diplocoques ou de coccis en
chainettes plus ou moins longues. Les résultats de la galerie API 20 A relatifs aux tests
biochimiques sont représentés au niveau du tableau 7 (annexes). Il s’agirait bien de l'espéce
Streptococcus thermophilus (10 souches isolées) expressément sélectionnée.
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2. Criblage des souches bactériocinogénes

Le criblage des souches isolées permet de sélectionner des souches productrices de
bactériocines. Le criblage de souches lactiques testées a I'égard de germes pathogénes
a été étudié apreés avoir éliminé l'effet inhibiteur du H202 par action de la catalase, et
I'effet des acides par neutralisation du pH du milieu. La figure 8 montre un exemple
de zones d'inhibition des 3 espéces lactiques (Lactobacillus acidophilus, Streptococcus
thermophilus et Bifidobacterium infantis) productrices de substances inhibitrices dont le
diameétre d’inhibition (Zi) est supérieur ou égal a 2 mm. La méthode utilisée est celle
de diffusion des puits (Thompson et al., 1996). Le tableau 8 présente I'effet antagoniste
des 52 souches sélectionnées a I'égard de 4 espéces pathogénes (Escherichia coli,
Salmonella thyphimurium, Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus). Les bactéries
lactiques considérées présentent une activité inhibitrice variable vis a vis des germes
pathogénes. Les souches appartenant a I'espéce Lb. acidophilus présentent I'activité
antimicrobienne la plus importante envers Escherichia coli, Salmonella thyphimurium et
Listeria monocytogenes. Par contre I'espece Bf. infantis montre une activité inhibitrice
considérable envers Staphylococcus aureus.

Le spectre d'activité d'une bactériocine se définit comme étant la diversité des bactéries
sensibles a I'action bactéricide ou bactériostatique du peptide. On a d'abord attribué aux
bactériocines un spectre d'activité limité aux bactéries taxonomiquement proches de la
bactérie productrice (Tagg et al., 1976). D’aprés nos résultats la plupart des souches
lactiques isolées possédent un large spectre d'activité qui inclut des bactéries éloignées au
point de vue phylogénétique.

L: Stregprococcus thermophilus
2: Lactobacilis acidophilus
3: Bifidabacterium injantic

Souche cible: Ercherichia ool

Fig. 8: Criblage des souches lactiques productrices de bactériocines
par la méthode de diffusion en milieu solide a I'égard d'Escherichia coli

Tableau 8: Criblage des souches lactiques a I'égard de germes pathogénes (moyenne de 3 essais;
diamétre d’inhibition en mm).
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Souches E. coli S. thyphimurium L. monocytogenes |S. aureus
Bf. adolescentis 1 0,67 05,33 03,33 01,00
Bf. adolescentis 2 11,00 07,67 18,00 21,00
Bf. adolescentis 3 12,00 10,33 03,67 17,00
Bf. adolescentis 4 22,67 18,00 01,33 20,67
Bf. bifidum 1 02,00 07,33 10,00 01,33
Bf. bifidum 2 05,33 07,67 10,00 12,33
Bf. bifidum 3 07,33 07,67 04,67 00,00
Bf. bifidum 4 07,00 12,00 03,00 00,00
Bf. bifidum 5 11,67 11,67 02,67 07,33
Bf. bifidum 6 12,33 22,33 23,67 06,67
Bf. infantis 1 21,67 22,67 13,33 15,67
Bf. infantis 2 14,67 18,67 19,67 21,33
Bf. infantis 3 22,33 22,67 12,67 16,33
Bf. infantis 4 17,67 18,67 24,00 17,67
Bf. infantis 5 24,00 15,33 15,67 21,67
Bf. infantis 6 13,00 11,00 22,00 24,67
Bf. infantis 7 07,00 00,67 04,00 08,00
Bf. longum 1 00,67 03,67 02,33 00,00
Bf. longum 2 00,00 12,00 04,33 12,33
Bf. longum 3 01,33 13,00 01,00 01,33
Bf. longum 4 00,00 19,33 09,33 01,33
Bf. longum 5 00,00 17,33 06,67 00,00
Bf. longum 6 00,00 06,00 08,67 13,33
Bf. longum 7 00,00 09,33 10,00 09,33
Bf. breve 1 12,33 10,67 10,33 01,33
Bf. breve 2 14,33 04,00 12,67 04,33
Bf. breve 3 18,00 09,33 09,33 06,00
Bf. breve4 12,67 05,33 10,33 09,33
Bf. breve 5 18,00 07,67 15,33 00,67
Sc. thermophilus 1~ 04,00 00,00 21,33 10,00
Sc. thermophilus 2 03,00 00,67 15,67 13,33
Sc. thermophilus 3 04,00 00,00 20,33 08,00
Sc. thermophilus 4 02,67 02,00 23,67 10,00
Sc. thermophilus 5 09,33 03,67 11,00 14,33
Sc. thermophilus 6 06,33 00,00 25,00 09,00
Sc. thermophilus 7 04,67 06,00 25,67 23,00
Sc. thermophilus 8 06,67 00,00 15,67 18,67
Sc. thermophilus 9 02,00 08,00 14,00 14,33
Sc. thermophilus 10 09,00 00,00 18,33 10,00
Lb. acidophilus 1 30,00 20,33 34,00 00,00
Lb. acidophilus 2 24,33 09,00 24,67 00,67
Lb. acidophilus 3 29,67 11,00 19,67 02,67
Lb. acidophilus 4 25,33 09,67 29,67 00,00
Lb. acidophilus 5 30,00 14,33 21,00 05,67
Lb. acidophilus 6 29,67 24,00 34,00 00,00
Lb. acidophilus 7 24,33 14,33 15,33 02,00
Lb. acidophilus 8 12,33 00,67 14,00 00,00
Lb. acidophilus 9 09,33 10,00 09,00 00,00
Lb. acidophilus 10 05,67 00,00 0,67 00,00
. acidophilus 11 31,00 11,33 06,00 00,00
Lb. acidophilus 12 10,00 20,67 14,67 00,00
Lb. acidophilus 13 14,33 28,00 10,33 10,00
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Une premiére sélection des souches est effectuée sur la base de I'activité
antimicrobienne. Les trois meilleures souches pour chaque espéce ont été retenues soit Bf.
adolescentis 2, Bf.adolescentis 3, Bf. adolescentis 4, Bf. bifidum 4, Bf. bifidum 5, Bf. bifidum
6, Bf. infantis 1, Bf. infantis 3, Bf. infantis 5, Bf. longum 2, Bf. longum 4, Bf. longum 5, Bf.
breve 2, Bf. breve 3, Bf. breve 5, Sc. thermophilus 3, Sc. thermophilus 6, Sc. thermophilus
7, Lb. acidophilus 1, Lb. acidophilus 6 et Lb. acidophilus 11. Une deuxiéme sélection des 21
souches sera réalisée sur la base de deux parameétres technologiques: le pouvoir acidifiant
et la cinétique de la croissance.

3. Activité métabolique des souches lactiques
sélectionnées

L'activitée métabolique concerne le suivi du pH et de la croissance bactérienne. Une
caractérisation du pouvoir acidifiant des 21 souches sélectionnées est réalisée sur du lait
écrémé reconstitué. Le suivi du pH est réalisé toutes les 2 heures pendant 8h et aprés 24h
d'incubation. Les résultats du suivi du pH et de la croissance bactérienne sont présentés
au niveau des tableaux 9 et 10 (en annexe). Le tableau 11 indique les variations de ces
parametres en 8 heures de culture.
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Souches HpH | VpH G n
Bf adolescentis 2 130 2,71 57,60 | 0,017
Bf adolescentis 3 126 263 90,00 0,011
Bf adolescentis 4 1.15 240 80,00 0,012
Bf bifidum 4 134 279 68,25 0014
B bifidum 5 .17 244 5412 | 0.010
Bf bifidum 6 1,12 233 9412 | 0010
Bf infantis 1 1.15 240 13091 0.007
Bf infantis 3 1.24 25 75,79 | 0,013
Bf infantis 3 1.00 208 104 35 0.00%
Bf longum 2 1,16 242 11250 | 0,008
Bf longum 4 1.16 242 7310 0.013
Bf longum 3 1.12 233 87.80 0,011
Bf breve 2 1.01 210 3471 0.011
Bf breve 3 1.08 225 20,00 0012
Bf breve 5 1.13 233 2471 0011
Se. thermophilus 3 050 1.88 96,00 0.010
Se. thermaophilus 6 050 188 80,00 0.012
Sc. thermophilus 7 068 142 7936 0,012
Lb. acidophilus 1 086 1.7 80,00 0,012
Lb. acidophilus 6 1.56 325 80.50 0,012
Lb. acidophilus 11 180 3,75 23,89 0011

A pH: pH mitial — pH final

V pH: vitesse d acidification (en mU pH'min) SpH' AT

G=T. Loz 2/(LogN:— Log N;} (min)

n=1/G )

Log N¢ logarithme du nombre des UFC obtenu au temps final (T;)
Log N;: logarithme du nombre des UFC obtenu au temps initial (T;)

Tableau 11: Calculs des variations de pH, des vitesses
d’acidification (V pH), du temps de génération (G) et du taux de
croissance (u) des cultures des bactéries lactiques sélectionnées

Log N f: logarithme du nombre des UFC obtenu au temps final (Tg)
Log N j: logarithme du nombre des UFC obtenu au temps initial (T)

Parmi les 21 souches, Lb. acidophilus 11 montre la meilleure vitesse d’acidification soit
3,75 mU pH/min. Mais, le calcul des paramétres de croissance, temps de génération (G) et
taux de croissance (J), semble en faveur de la souche Bf. adolescentis 2.

Dans la présente étude, notre premier critere de choix est porté sur les souches
lactiques d’intérét technologique. Nous avons alors retenu la souche Lb. acidophilus 11 au
vu de ses pouvoirs acidifiant et antimicrobien intéressants, pour la réalisation des étapes
suivantes.

Il est cependant important de souligner que plusieurs auteurs ont signalé Lb.
acidophilus comme une espéced’intérét dans la lutte préventive et thérapeutique des
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diarrhées. Ainsi, et a titre d’exemple, Foster et al. (2003) ont étudié 'effet antagoniste in vivo
de quatre espéces lactiques, Lactobacillus acidophilus, Lb. reuteri, Bifidobacterium breve
et Bf. longum a I'égard d’un parasite protozoaire Cryptosporidium parvum, agent causal de
la diarrhée. Lactobacillus inhibe la croissance de la souche cible a 81%, tandis que le taux
d’inhibition de la souche cible par Bifidobacterium n’est que de 10 a 37 %.

4. Evolution de la croissance, du pH et de I'activité
antimicrobienne de la souche Lb. acidophilus 11

L’'activité bactériocinogénése est recherchée dans le surnageant brut et dans les cellules
aprés centrifugation de la culture de Lb. acidophilus 11. Les résultats de la recherche
de l'activité antimicrobienne par la méthode de diffusion en milieu solide ont montré une
absence totale d’'une activité antimicrobienne dans les extraits cellulaires.

L'évolution de la croissance et de la production de la bactériocine par Lb. acidophilus
11 en fonction du pH est présentée sur la figure 9 et du tableau 12 (en annexe). Le test de
I'activité antimicrobienne est réalisé sur Lb. bulgaricus 340.
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Fig. 9: Cinétiques de croissance, de ph et
d'activité antimicrobienne de Lb. acidophilus 11

ZI: diameétre de la zone d’inhibition en mm [Zi = diamétre de la zone d’inhibition obtenu
— diameétre de puits (6mm)]

DO: densité optique a 600 nm

Nos résultats montrent que I'activité antimicrobienne augmente en fonction du temps
d’incubation. La sécrétion de bactériocine commence pendant la phase exponentielle de

la croissance soit aprés 5 heures d'incubation. Une production maximale de bactériocine
est notée en 10 heures d'incubation. Cette activité commence a diminuer aprés 14h
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d'incubation. Cette diminution peut étre expliquée par I'accumulation d'acides organiques
et I'appauvrissement du milieu défavorisant ainsi la croissance bactérienne.

Zamfir et al. (2000) ont réalisé un suivi paralléle de la fermentation de Lactobacillus
acidophilus 1BB 801 et de la production de bactériocine a pH non contrélé sur bouillon
MRS additionné de glucose. Ces auteurs ont montré que la production de cette bactériocine
est maximale a la fin de la phase exponentielle de croissance et diminue pendant la
phase stationnaire. Lb. helveticus 102 est utilisée comme souche cible pour tester I'activité
inhibitrice de Lb. acidophilus IBB 801. Il existe donc une relation étroite entre la production de
bactériocine et |la croissance bactérienne. Les résultats de la présente étude se rapprochent
de ceux de Zamfir et al. (2000).

5. Détermination de la dilution critique de la
bactériocine dans le surnageant brut actif

Le but de cette méthode est de déterminer la plus faible concentration en bactériocine
capable de provoquer une inhibition compléte de la croissance de la bactérie cible (Lb.
bulgaricus 340).

5.1. Mesure de I'absorbance des cultures de Lb. bulgaricus 340

La souche Lb. bulgaricus 340 est utilisée comme souche cible a cause de sa forte sensibilité
ala bactériocine issue de Lb. acidophilus 11. L'intérét de ce suivi est de déterminer la dilution
de la culture qui permet I'obtention d’'une DO de 0,80 correspondant a une biomasse de

1019 UFC/mL apres 24 h d'incubation.

La mesure de l'absorbance de la souche cible Lb. bulgaricus 340 a différentes
concentrations cellulaires est mentionnée au niveau du tableau 13. D’apres ces résultats,

la culture diluée a 10'2 permet d’obtenir une DO de 0,80 au bout de 24h, ce qui représente
une bonne charge microbienne viable. Cette derniére est utilisée pour le suivi de I'activité
antimicrobienne en présence de différentes concentrations en bactériocine.

Tableau 13: Mesure de I'absorbance des cultures diluées de Lb. bulgaricus 340 au bout de 24h

Cultures de Lb. bulgaricus 340 diluées 1 0-1 10-2 1 0-3 1 0-4

Absorbance 1,205 0,805 0,555 0,370

5.2. Détermination de la dilution critique pour les différents pH de
fermentation
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La culture de la souche cible Lb. bulgaricus 340 préalablement préparée servira a I'étude de
la dilution critique. Le surnageant brut actif contenant la bactériocine est récupéré a partir
de fermentations réalisées a différents pH régulés. Il s’agit donc de suivre la croissance de
la souche cible sur milieu MRS en présence de différentes concentrations en bactériocines
par la mesure de la turbidimétrie a 660 nm dans le but de déterminer la dilution critique de la
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bactériocine, dilution inhibant totalement la croissance de Lb. bulgaricus 340. Cette dilution
correspond a la concentration minimale inhibitrice (CMI).

En paralléle I'activité antimicrobienne de la bactériocine est testée par la méthode de
diffusion sur gel.Les résultats de I'activité antimicrobienne de la bactériocine issue de la
fermentation de Lb. acidophilus 11 a pH régulés a 6,5, 5,5 et 5 a I'égard de Lb. bulgaricus
340 sont représentés au niveau des tableaux 14, 15 et 16 (en annexe) et des figures 10,
11 et12.

v=0,07651 - 00461
R=03818

b SR 2E 2m SLE LW 43 am
-300 251 o0 LM LM 4M 4o

].'I'g diltien Loz dilutisn Loz dilution

Fig. 10, 11 et 12: Détermination de la dilution critique du SBA
pour les différents pH régulés de fermentation (6,5, 5,5 et 5,0)

D’aprés les équations de corrélations (Y correspond a I'absorbance et X correspond
au Log de la dilution)

ApH6,5Y =-0,2765x - 0,0461,

Abs =-0,2765 log (Dil) — 0,0461).
Dilution critique (Dil) = 0,68 pour Abs =0
A pH 5,5Y =-0,2378x + 0,1051,

Abs = -0,2378 Log (Dil) + 0,1051

Dil = 2,77 pour Abs =0

A pH5,0Y =-0,2081x + 0,2019,

Abs =-0,2081 log (Dil) + 0,2019

Dil = 9,34 pour Abs =0

D’autre part, le test de l'activité antimicrobienne de la bactériocine par la méthode de
diffusion sur gel a donné des diamétres de la zone d'inhibition par le SBA non dilué de 18,
17 et 14 mm respectivement pour le SBA issu de la fermentation a pH 6,5, 5,5 et 5,0. En
revanche, aucune inhibition n’est observée pour les dilutions respectives de 0,002, 0,005
et 0,02.

La courbe de corrélation entre la dilution et la concentration en bactériocine
(représentée par le SBA) (Fig. 13, en annexe) permet de tirer les concentrations minimales
inhibitrices en SBA qui correspondent aux dilutions critiques.

Ainsi, dans les conditions de fermentation a pH controlé 6,5, la valeur de la CMI est
la plus basse, ce qui laisse supposer une plus grande production de bactériocine (Tab.
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17). Par contre dans les conditions de fermentation a pH contrélé 5,5 ou 5,0 il y aurait
moins de production de bactériocine et par conséquent la valeur de la dilution critique de la
bactériocine pour une absorbance nulle de Lb. bulgaricus 340 est égale a une valeur plus
élevée soit respectivement de 2,77 et 9,34.

Tableau 17: Détermination de la concentration du surnageant brut actif correspondant aux dilutions

critiques (concentration minimale inhibitrice CMI)

pH de fermentation | Dilution critique CMI = volume SBA/Volume total
6,5 0,68 0,62
55 2,77 2,52
5,0 9,34 8,49

Volume total (5 mL) = (Volume SBA + Volume P1 (500 pL) + Volume MRS)
P1: culture de la souche cible Lb. bulgaricus 340.

Les résultats de la présente étude montrent que le pH optimal pour la production de
bactériocine par Lb. acidophilus 11 est de I'ordre de 6,5. Ce résultat est en accord avec la
littérature qui indique que cette espéce présente un pH optimal de 6,0 pour la production
de bactériocine (Bogovic-Matijasic et Rogel, 1998; Gomes et Malcata, 1999). De méme,
d’aprés Fernandez-Murga et al. (2000) un effet favorable sur la production de bactériocine
par Lb. acidophilus est mis en évidence a pH 6,0, qui présente une augmentation de la
production de bactériocine deux fois supérieure a celle obtenue a pH 5,0, et quatre fois
supérieure a celle obtenue a pH 4,5.

6. Spectre antimicrobien de la bactériocine produite
par Lb. acidophilus 11 envers des bactéries Gram
positive et Gram négative

54

Le but de cette étape est de déterminer le type du spectre d’activité de Lb. acidophilus 11
(spectre d’activité étroit ou large).

Deux especes de bifidobactéries sont inhibées par cette bactériocine soit
Bifidobacterium infantis et Bifidobacterium breve (Tab. 18). Par contre elle ne présente
aucune activité vis-a-vis Bifidobacterium bifidum et Lactobacillus helveticus.

Quelques espéces pathogénes Gram+ telles que Campylobacter jejuni, et Bacillus
subtilis sont également inhibées. Par contre aucun effet envers Staphylococcus aureus.
Elle inhibeaussiquelques espéces pathogénes Gram- telles que, Escherichia coli (EPEC)
et Salmonella thyphimurium mais ne présente aucune activité antagoniste vis a vis Yersinia
enterocolitica. On peut donc considérer que la bactériocine produite par Lb. acidophilus 11
présente un spectre d’activité large.

D’aprés Barefoot et al. (1983) la lactacine B issue de Lb. acidophilus N2 inhibe cing
bactéries lactiques a I'exclusion de toute autre espéce Gram+ ou Gram -: Lb. delbrueckii
subsp delbrueckii, Lb. delbrueckii subsp lactis ATCC 4797, Lb. delbrueckii subsp lactis
NCDO 970, Lb. delbrueckii subsp bulgaricus NCDO 1489 et Lb. helveticus NCDO 87.
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Muriana et Klaenhammer (1987) et Barefoot et al. (1994), ont observé une activité
de Lactobacillus acidophilus envers Streptococcus, Staphylococcus, Bacillus, Listeria et
Enterococcus. Lewus et al. (1991) avaient détecté, dans un milieu de culture, une
action inhibitrice de Lb. acidophilus N2 sur quatre souches de L. monocytogenes. De
méme, Kanatani et al. (1992), ont observé que Lactobacillus acidophilus présentait une
activité antimicrobienne a I'égard de Listeria, Streptococcus, Bacillus, Enterococcus et
Propionibacterium. D’autres auteurs ont étudié I'antagonisme in vitro de Lactobacillus
acidophilus envers Helicobacter pylori, Campylobacter et Salmonella typhimurium
(Coconnier et al., 1998).

Tableau 18: Spectre antimicrobien de la bactériocine produite par Lb. acidophilus 11 envers des
bactéries Gram positive et Gram négative

Bactérie Diametre d'inhibition Zi (mm)
Gram positive Lactobacillus 01013 121700 0006 00 18 12 |31 11 00

helveticus Lactobacillus

bulgaricus 340 Streptococcus
thermophilus Bifidobacterium infantis
Bifidobacterium breve Bifidobacterium
bifidum Listeria innocua Listeria
monocytogenes Staphylococcus

aureus Campylobacter jejuni Bacillus
subtilis Gram négative Escherichia coli
(EPEC) Salmonella thyphimurium Yersinia
enterocolitica

7. Purification de la bactériocine

Le surnageant brut actif obtenu subit plusieurs étapes de purification. La bactériocine
produite par Lb. acidophilus 11 a été purifiée comme suit:

Une étape initiative pour la purification de la bactériocine est réalisée par la
précipitation des protéines du surnageant brut actif au sulfate d'ammonium: les
fractions précipitées au sulfate d'ammonium subissent une perte d'activité. D’ou la
nécessité d’initier la purification a partir du surnageant brut actif sans précipitation
de ses protéines. La précipitation au sulfate d'ammonium a été un moyen souvent
utilisé lors de la purification des bactériocines. Cependant, ces derniéres ne sont pas
récupérées totalement par cette méthode (Davey et Richardson, 1981; Holo et al.,
1991). Il a été démontré que le sulfate d'ammonium dissocie les bactériocines en
sous-unités actives et modifie la conformation de la molécule ce qui peut provoquer
parfois une amplification anomale de l'activité biologique (Kashket, 1987).

Passage du surnageant brut actif en chromatographie a échangeur de cations avec
une élution de la bactériocine par palier (0,1, 0,3 et 1M en NaCl), la bactériocine
s'adsorbe a la résine et elle est désorbée a une certaine concentration en NaCl, ce
qui permet de la séparer des protéines se désorbant a des concentrations différentes
en sel. A ce stade de purification I'activité antimicrobienne a été observée dans la
fraction élue a 1M en NaCl (Fig. 14). Ceci suggére que la substance inhibitrice est
probablement de nature cationique.
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Passage de la fraction active précédente en chromatographie en phase inversée:
les fractions actives sont éluées entre 32 et 48% d'acétonitrile (Fig. 15 a et b). La
méthode de chromatographie en phase inversée a été une méthode de choix pour
séparer les molécules hydrophobes. Elle permet une bonne purification de diverses
bactériocines (Mulders et al., 1991), la leucocine A-UAL (Hasting et al., 1991), la
lactocine (Mortvedt et al., 1991) et la sakacine A (Holck et al., 1992).

Les fractions actives sont éluées entre 32 et 48% d'acétonitrile, lyophilisées puis
reprises dans 100 L d'eau distillée pour un passage en chromatographie en phase
inversée analytique (HPLC). Le profil chromatographique de la fraction active révéle

4 pics (Fig. 16 a et b). Le test de I'activité inhibitrice montre que le 4eme pic est actif.
Ce dernier est ensuite étudié par spectrométrie de masse. L'analyse en spectrométrie
de masse par ionisation electrospray de la fraction active a permis de déterminer la
masse du peptide correspondant a 5218 Da (Fig. 17).

Pour chaque étape, le volume, l'activité totale de la bactériocine ainsi que le rendement en
activité sont déterminés (Tab. 19).

En conclusion le composé antimicrobien issu de la souche Lb. acidophilus 11 est produit
en bouillon MRS. Sa purification est possible par différentes étapes de chromatographie.
Sa caractérisation préliminaire montre que la partie biologiquement active est une protéine
cationique a caractére hydrophobe.

A (tampon a): acetate de Na 30 mM (pH 43

B (tampon b): acetate de Na 30 mM -~ NaCl IM (pH 4)
S: surnageant brut

N: non retenu

1: 0.1 MNacCl

2: 0,3 MNacCl

3: 1 M NaCl

Fig. 14: Test de I'activité antimicrobienne des fractions actives éluées aprés
passage du SBA en chromatographie a échangeur de cations (photo. originale)
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Fig. 15 (b): Test de I'activité antimicrobienne des fractions actives
éluées en chromatographie en phase inversée (photo. originale)
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Fig. 16 (a): Chromatographie en phase inversée analytique
des fractions actives éluées entre 32 et 48% d'acétonitrile

A (tampon a): 1,1% TEA (acide rifluoroacetigue)
B (tanpon b): 0,9% TFA + 70 % acétonitrile -
30% H,O

1,2, 3 et 4 fractions issues de la chromatographis
en phass mversée analytique
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Fig. 16 (b): Test de I'activité antimicrobienne des fractions actives
éluées en chromatographie en phase inversée analytique (photo. originale)

Tableau 19: Purification de bactériocine issue de Lb. acidophilus 11

Stade de purification Volume (mAgtivité (AUActivité Totale (AU) Pourcentage (%)
mL)
Surnageant brut actif 400 3200 1280000 100
Chromatographie a échangeur de 250 3200 800000 62,5
cations
Chromatographie phase inversée |20 1600 32000 2,5
Chromatographie phase inversée |4 800 3200 0,25
analytique
|
” 73 AY — 5213;0 Dn-
::.:: +5 HHos2 +4
05 Mazze bacteriocine
51185 Da
&0 [M=5HF"
l.

) -

5119.4Ds |

' 4 11 D=

1.- . . L " 3310 'l 45

i i " b 4| 78 | & 4 | 11007 o2 r_JrLu‘-'ﬁP.r. 15 _,,,.\...A._..'.F 50 1p03
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Thomson {th)

m/z: masse/charge

Fig. 17: Spectrométrie de masse de la bactériocine purifiée

Les résultats de la présente étude concernant la purification de la bactériocine ont
montré que la concentration par précipitation au sulfate d'ammonium n'est pas une étape
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de concentration appropriée pour cette purification. En effet elle ne semble pas étre en
mesure de précipiter la bactériocine d'une fagon efficace. Par ailleurs, il a ét¢€ démontré que
les fractions précipitées au sulfate d'ammonium subissent une perte significative d'activité.
D’ou la nécessité d'initier la purification a partir du surnageant brut actif. Les travaux de
Lachance (2000) démontrent que la bactériocine posséde un poids moléculaire se situant
entre 3,5 kDa et 14 kDa., suite a la filtration de surnageant sur une membrane de 30
kDa, aucune activité n'est retrouvée dans le filtrat. La présence d'activité dans le rétentat
vient donc supporter I'hypothése d'agrégation ou de l'adsorption sur les membranes de
filtration. La centrifugation a 10 000g pourrait ainsi étre responsable de la désagrégation de
la bactériocine. De telles observations ont déja été rapportées lors de la purification de la
bactériocine de classe Il et Ill (Toba et al., 1991; Thompson et al., 1996). En effet, il a été
rapporté que le poids moléculaire estimé de certaines bactériocines excédait 200 kDa alors
qu'apres purification, il était beaucoup plus bas.

Le composé antimicrobien issu de la souche Lb. acidophilus 11 est produit en bouillon
MRS. Sa purification a été possible par différentes étapes de chromatographie:

Passage du surnageant brut actif en chromatographie a échangeur de cations avec
une élution de la bactériocine par palier (0,1, 0,3 et 1M en NaCl).

Passage de la fraction active précédente en chromatographie en phase inversée.

Les fractions actives éluées de la chromatographie en phase inversée sont
lyophilisées puis reprises dans 100 uL d'eau distillée pour un passage en
chromatographie en phase inversée analytique (HPLC).

Sa caractérisation préliminaire montre que la partie biologiquement active est une protéine
cationique a caractére hydrophobe. Chumchalova et al. (2004) ont purifié et caractérisé
I'acidocine CH5 produite par Lactobacillus acidophilus CH5. Sa purification est effectuée en
se basant sur le caractére hydrophobe et cationique. Grace au séquengage d’Edman, le N-
terminal est constitué de 13 acides aminés. L’acidocine CH5 a été classée parmi le groupe
Il des bactériocines.

Ten Brink et al. (1990) ont utilisé la méthode d’extraction par les solvants organiques
pour la purification de I'acidocine B issue d’'une souche de Lactobacillus acidophilus M46. Oh
et al. (2000) ont purifié et caractérisé une bactériocine produite par Lactobacillus acidophilus
30SC. Cette espéce est résistante aux solutions gastriques artificielles contenant 0,3% de
bile. Elle produit une substance antimicrobienne thermostable, de nature protéique. Son
activité n’est pas atteinte avec les variations de pH. Elle présente une activité antagoniste
vis-a-vis de plusieurs bactéries Gram+ telle que Listeria. La purification de la bactériocine
est réalisée aprés précipitation des protéines au sulfate d’ammonium a 50 %, puis aprés
le passage en chromatographie en phase inversée. Le SDS-PAGE des fractions actives
révéle que la bactériocine est de faible poids moléculaire (3,5 kDa).

Selon Yang et al. (1992 et 1994), la production des substances inhibitrice est fondée sur
le principe d’adsorption et de désorption de ces derniéres sur la cellule bactériocinogéne.
Les stratégies de purification des bactériocines se rapportaient exclusivement a la fraction
sécrétée dans le milieu de culture par les souches productrices et ne tenaient pas compte
de la partie adsorbée a la surface des cellules. La fraction adsorbée représente environ
80% de la totalité de la bactériocine produite (Daba et al., 1994). La propriété d'adsorption
et de désorption des bactériocines sur les cellules en fonction du pH a permis d'améliorer
les procédés d'extraction et a aboutit a des rendements plus élevés en bactériocines (Yang
et al.,, 1992). En effet, I'ajustement du pH a 6 (adsorption maximale de la bactériocine)
permet une séparation facile des molécules a partir du milieu de culture par centrifugation



Chapitre Ill: Résultats et discussion

et récupération des cellules. Ensuite, la bactériocine peut étre désorbée des cellules en
diminuant le pH entre 1,5 a 2 (Yang et al., 1992). Cette méthode semble produire des
peptides d'une fagon plus concentrée avec des niveaux élevés de production. D'autre
part, Bower et Daeschel (1995) ont rapporté que les interactions électrostatiques assurent
I'adsorption aux surfaces hydrophiles alors que la désorption est influencée par I'ajout du
Tween 80.

8. Caractérisation du composé antagoniste purifié

8.1. Effet des enzymes protéolytiques, de la température et du pH sur
I'activité de la bactériocine

Le composé actif purifié a subi plusieurs traitements (Tab. 20):

L'activité antimicrobienne est de 32000 UA/mL lorsque la bactériocine ne subit aucun
traitement (témoin). La bactériocine a été soumise a I'action de plusieurs enzymes
protéolytiques (pepsine, trypsine, pronase et proteinase K). Ces derniéres altérent
complétement l'activité antagoniste de la bactériocine (Fig. 18). Ceci indique que

la partie biologiquement active de I'inhibiteur est de nature protéique. Cette nature
suggeére que cette substance inhibitrice est considérée comme étant une bactériocine
(Tagg et al., 1976; Klaenhammer et al., 1994; Zamfir et al., 1999).

L'effet du traitement thermique a été examiné en traitant la bactériocine pendant

30 minutes aux différentes températures: 70°C, 80°C, 90°C, 100°C et 121°C, a
100°C pendant 15, 30 et 45 minutes. On constate que cette substance reste stable
pendant 30 min de 70°C jusqu'a 90°C. Elle est stable aussi pendant 15 min a 100°C.
Elle décroit rapidement lors d'un traitement de 30 min ou de 45 min a 100°C et un
traitement de 121°C pendant 30 min. Ceci pourrait étre expliqué par la dénaturation
de la bactériocine. La bactériocine issue de Lb. acidophilus 11 s'est révélée sensible
a la chaleur, puisqu'elle ne conserve qu'une activité partielle aprés un traitement de
30 minutes a 100°C. Il ne s'agirait donc pas d'un lantibiotique, puisque ces derniers
résistent a un traitement de 121°C. Certaines bactériocines ne faisant pas partie des
lantibiotiques résistent mieux a la chaleur, comme la diplococcine, qui est toujours
active suite a un traitement d'une heure a 100°C (Davey et Richardson, 1981).
D'autres y sont moins résistantes, comme la lactococcine 972, dont I'activité est
sensible a un traitement de 15 minutes a 50°C (Martinez et al., 1995 et 1996).

La stabilité de la bactériocine a été étudiée a différentes valeurs de pH variant

de 4 a 10. Ce traitement est effectué a température ambiante pendant 2h. Le pH
de la solution est ajusté a 6,8 afin d'effectuer le test de I'activité antimicrobienne
avec la méthode de diffusion des puits. Selon nos résultats, I'activité inhibitrice

de la bactériocine n'est pas affectée par la variation du pH. Nos résultats sont en
accord avec ceux trouvés par Zamfir et al. (1999) qui ont constaté que I'activité de
'acidophiline 801 reste stable a une gamme de pH compris entre 3 et 10.

D’aprés Muriana et al. (1987) la lactacine F produites par Lb. acidophilus NCK 88 résiste
remarquablement bien a la chaleur (15 min a 121°C). Elle est inactivée par la protéase
K, la trypsine, la ficine. D’aprés Ten Brink et al. (1990) la bactériocine M46, produite par
Lactobacillus acidophilus M46 résiste modérément a la chaleur, est sensible a la trypsine
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et stable entre pH 2,0 et pH 12,0. Toba et al. (1991) ont constaté que l'acidophilucine A
produite par Lb. acidophilus LAPT 1060, est sensible a la chaleur (elle ne résiste que 10
min a 60 — 70°C), a la trypsine et a la lactinase E.

Deraz et al. (2005) ont étudié une petite bactériocine appelée acidocine D20079
produite par Lactobacillus acidophilus DSM 20079. Elle est extrémement thermostable (30
min a 121°C), tolére les variation du pH et sensible aux enzymes protéolytiques (trypsine,
ficine, pepsine, papaine et proteinase K).

L: Bactériocine (bac) sans traitement

FE1l: bac - pepsine mcube 337°C. 2h

E2: bac = trypsine incube A 37°C. 2h
E3: bac - pronase incube 3 37°C. /Zh

E4: bac —protéinase-E incubé a 37°C. 2h
P: piqire de pronase sur la g&lose

Fig. 18: Effet des enzymes protéolytiques sur
l'activité antagoniste de la bactériocine (photo. originale)

Tableau 2 0: Effet de la catalase, des enzymes protéolytiques, du traitement thermique et du pH sur
I'activité de la bactériocine

Traitement Activité de la bactériocine (UA. mL™")
Sans traitement 3200

Catalase 3200

Enzymes 0000

protéolytiques Pepsine Trypsine Pronase Proteinase

K

Traitement thermique 3200 3200 3200 3200 1600 800 400

70°C, 30 min 80°C,

30 min 90°C, 30 min
100°C,15 min 100°C, 30
min 100°C,45 min 121°C,

30 min
pH45678910 3200 3200 3200 3200 3200 3200 3200

8.2. Détermination du poids moléculaire

Une électrophorése sur gel de polyacrylamide en présence de SDS est utilisée afin d'estimer
la masse moléculaire. L'échantillon utilisé est constitué de fractions actives éluées entre
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32 et 48% d'acétonitrile issus de chromatographie en phase reversée. L'étude de l'activité
antimicrobienne du composé actif a partir d'un gel de SDS PAGE, révele une protéine
présentant un RF voisin du peptide marqueur a-lactalbumin avec un faible poids moléculaire
de 14,2 kDa (Fig. 19).

D’aprés la classification de De Vuyst et Vandamme (1994), et d’aprés le profil
éléctrophorétique de cette protéine antimicrobienne, on peut conclure qu’il s’agirait bien
d’'une bactériocine appartenant a la deuxiéme classe (les non-lantibiotiques de faible poids
moléculaire). Ce sont des bactériocines de poids moléculaire inférieur a 15 kDa et stables
a la chaleur (entre 30 min a 100°C et 15 min a 121°C). Barefoot et Klaenhammer (1983)
ont observé que la masse moléculaire d’'une bactériocine donnée est variable au sein de
la méme espéce.

D’apres la littérature plusieurs auteurs ont constaté que des souches appartenant a
I'espéce Lb. acidophilus produisaient des bactériocines de faible poids moléculaire. D’aprés
Hamdane et al. (1974), I'acidoline issue de Lb. acidophilus 2181 est de trés faible poids
moléculaire (0,2 kDa). Barrefoot et al. (1983) ont purifié la lactacine produite par Lb.
acidophilus N2. Son poids moléculaire, a I'état de monomére serait d’environ de 8,5 kDa,
elle serait formée d’une chaine de 79 résidus d’acides aminés. D’aprés Muriana et al. (1987)
la lactacine F produites par Lb. acidophilus NCK 88 a un poids moléculaire d’environ 6 kDa
et comprend 56 résidus d’acides aminés. D’aprés Ten Brink et al. (1990) la bactériocine
M46, produite par Lactobacillus acidophilus M46, a sous sa forme de monomére un poids
moléculaire de 2,5 kDa. Deraz et al. (2005) ont étudié une petite bactériocine produite par
Lactobacillus acidophilus DSM 20079 dont la masse moléculaire est de 6,6 kDa.

(4) &)

-

5 2 LMW

LXX¥:

composé actif issu de Lactobacillus acidophilus 11 (photo. originale)

(A) gel coloré avec du bleue de Coomassie; puits 1: peptides standards; puits 2, 3, 4
et 5: bactériocine de Lb. acidophilus purifiée

(B) gel + MRS ensemencé avec Lb. bulgaricus 340
Puits 1: (The low molecular weight standards) LMW (kDa) marqueur peptides:
Triosephosphate isomerase 26,6
Myoglobin 17
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a-lactalbumin 14,2
Aprotinin 6,5
Puits 2, 3, 4 et 5: fractions actives éluées entre 32 et 48% d'acétonitrile

9. Suivi de production de bactériocine en bioréacteur
a pH régulé

64

Trois fermentations ont été réalisées a 37°C a pH 6,5, 5,5 et 5,0, afin de déterminer
les cinétiques de croissance et d'acidification de Lb. acidophilus 11. L'acidification est
caractérisée par la quantité de soude consommeée pour assurer la régulation du pH et par
I'évolution de la conductivité électrique du milieu de culture. Les résultats de fermentation
sont présentés sur les figures 20, 21 lorsque le pH est régulé a 6,5; figures 22 et 23 lorsque
le pH est régulé a 5,5 et figures 24 et 25 lorsque le pH est régulé a 5,5. Quatre descripteurs
sont déterminés, la consommation de la masse de la soude (m, en g), la vitesse de la
consommation de la soude (dm/dt, en g/min), la conductivité (conduct., en mS) et la vitesse
de la conductivité (dconduct./dt, en mS/min).

L'acide lactique est un acide carboxylique, sa formule chimique est C3HgO3
(CH3CHOH-COOH). En solution, le groupe carboxyle -COOH peut perdre un proton,

donnant un ion lactate: CH3CHOHCOO'. L'acide lactique est considéré comme un acide
faible (pKa=3,90), c'est-a-dire que la réaction de dissociation dans I'eau n'est pas totale:

CH3CHOHCOOH + HpO [ICH3CHOHCOO ™ +Hz0 ™

Pendant la fermentation, on trouve a la fois en solution I'acide lactique et sa forme
basique (l'ion lactate). Lors de la régulation du pH avec une solution de NaOH 1N, la
formation du lactate de sodium dans le milieux induit la formation d’'un courant électrique
traduit par la conductivité.
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Fig. 21: Evolution des vitesses de la consommation de masse
de la soude et de la conductivité en fonction du temps (pH 6,5)
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Le tableau 21 présente un bilan comparatif des trois fermentations a pH régulé (6,5,
5,5 et 5,0). Un dénombrement est effectué 5 min aprés inoculation du fermenteur (X0) et a
la fin de chaque fermentation (XF). Aprés centrifugation réfrigérée de la culture a 100009 le
culot récupéré est pesé afin de déterminer le poids de la biomasse. D’aprés les résultats, les
meilleurs paramétres de fermentation sont obtenus lorsque le pH est contrdlé a une valeur
de 6,5. En effet la phase exponentielle de croissance débute aprés 427 min de fermentation
correspondant a un gain de 32 min lorsque le pH est contrélé a 5,5 et un gain de 147 min
lorsque le pH est contrélé a 5,0. Le temps nécessaire pour atteindre la vitesse maximale de
fermentation est de 670 min lorsque le pH est contrélé a 6,5. Ce temps est plus important
lorsque le pH est contrélé a 5,5 soit 900 min. Ce temps est beaucoup plus important lorsque
le pH est contrélé a 5,0 soit 990 min. Aprés 5 min d’inoculation du fermenteur, le nombre

de cellules de Lb. acidophilus 11 est de 5,102. Aprés 3h au-dela du temps nécessaire pour
atteindre Vm, le nombre de Lb. acidophilus 11 est optimal lorsque le pH est contrélé a 6,5

soit 1,2 109. Le poids de la biomasse aprés chaque fermentation est déterminé. Il est optimal
lorsque le pH est contrélé a 6,5 soit 12 g/L de surnageant brut actif.

Les quantités de soude consommeées et les vitesses maximales d’acidification de cette
souche sont meilleures lorsque le pH de fermentation est contrélé a 6,5. Le pH optimal
pour I'acidification de Lb. acidophilus 11 semble compris entre 6,5 et 5,5. Ces résultats sont
en accord avec les travaux de Gomes et Malcata, (1999) qui indiquent que cette espéce
présente un pH optimal de 6 pour 'acidification et la production de bactériocine (Bogovic-
Matijasic et Rogelj, 1998; Boyaval et al., 1998). Des fermentations complémentaires ont été
conduites a pH régulé 5,0. Les résultats obtenus montrent que les conditions opératoires
a pH contrélé 5,0 ne sont pas favorables a I'acidification ni a la production de bactériocine
par Lb. acidophilus 11.

D’aprés un bilan comparatif des trois fermentations a pH régulé a 6,5, 5,5 et 5,0,
I'activité antimicrobienne est maximale (zone d’inhibition est de 18,0 mm) lorsque le pH est
controlé a 6,5. Le test de I'activité antimicrobienne ainsi que le calcul des unités arbitraires
de la bactériocine sont déterminés apres chaque fermentation (Fig. 26). L'activité de la
bactériocine dans le surnageant brut actif issu d’'une fermentation a pH contrélé 6,5 est de
25600 UA/mL.

Tableau 21: Bilan comparatif des trois fermentations
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Paramétres de fermentation Fermentation |Fermentation pH | Fermentation
pH 6,5 55 pH 5,0
Début phase exponentielle (min) 427 459 574
Temps a Vm (min) 670 900 990
t (Vm + 3h) (min) 850 1080 1170
Consommation maximale de soude (g) 143 207 12,17
Variation de conductivité maximale (mS) 11,74 19,01 2,05
Consommation finale de soude (g) 286 286 50,96
Variation de conductivité finale (mS) 21,04 13,62 2,87
(dm/dt)max (g/min) -1,31 -0,57 -0,11
(dconduct/dt)max (mS /min) 0,095 0,047 0,016
D'fenombrt_ament X0 (nbr UFC/mL) aprés 5 min 5 102 5 102 5 102
d'inoculation du fermenteur
Dénombrement XF (nbr UFC/mL) a t (Vm +3 h) 1.2 109 107 3 105
Poids biomasse en g (dans 1,8L) 21,6 13,1 9,3
Activité antimicrobienne (mm) 18,00 16,0 13,3
B0 1 y=7.008x + 605,71
R2 = 0,9501 o
T8O
L]
v 730 ]
E
5 6a0
630
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0 ] 10 15 20 15 30
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Fig. 26: Test de l'activité antimicrobienne du SBA issue
de la fermentation a pH contrélé 6,5 (photo. originale)

La production de bactériocine a un taux suffisamment élevé pour permetire sa
purification constitue la premiére barriere qu'il faut surmonter. L'optimisation de la production

n'est donc pas seulement nécessaire.

Dans la présente étude nous avons préconisé la production de bactériocine en
bioréacteur a pH régulé a 6,5, 5,5 et 5,0. Les paramétres de la production par fermentation,
tels que la température, I'agitation et le milieu, sont demeurés constants. D’aprés un bilan
comparatif des trois fermentations a pH régulé (6,5, 5,5 et 5,0), un pH de fermentation de
6,5 et 5,5 semblerait optimal pour I'acidification et la production de bactériocine issue de

Lb. acidophilus 11.
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La production de bactériocine par Lb. acidophilus 11 active contre Lb. bulgaricus 340 a
été étudiée en culture discontinue et en culture discontinue a pH régulé 6,5. La production
de bactériocine et I'activité de la bactériocine en unités arbitraires ont été comparées. Cette
production est optimale en bioréacteur a pH régulé 6,5 ou les zones d'inhibitions obtenues
sont de 18 mm et I'activité de la bactériocine présente 25600 UA/mL. Par contre, dans les
conditions de fermentation discontinue, une production faible en bactériocine a été notée.
L'activité antimicrobienne est caractérisée par des diamétres de zones d'inhibition de 9 mm
de et une activité de la bactériocine de 3200 UA/mL.

Lorsque la production de bactériocine par Lb. acidophilus 11 est réalisée en
fermentation discontinue, le milieu de culture est initialement ensemencé et n’est pas
renouvelé jusqu’a la fin de la fermentation. Le principal facteur limitant la production
de bactériocine par cette technique réside dans I'accumulation de produits toxiques
du métabolisme bactérien, principalement 'acide lactique non dissocié et le lactate. La
fabrication de bactériocine en continu semble prometteuse. En effet, cette technologie
permet de réalise des fermentations a pH régulé.

Ces résultats confirment ceux de Avonts et al. (2004) qui ont suivi la cinétique de
croissance, le métabolisme et la production de la bactériocine de sept souches probiotiques
appartenant a la famille des lactobacilles dont Lactobacillus acidophilus sur différents
milieux (bouillon MRS et lait) en bioréacteur a pH contrélé 6,5. La production de bactériocine
pour toutes les souches est meilleure dans le lait lorsqu’il est additionné d’extrait de levure.
L. acidophilus IBB801, représente la meilleure souche en cinétique de croissance (Log 10,5
UFC/mL) et en production de bactériocine (3200 AU/mL).

Par ailleurs, Vignolo et al. (1996) ont étudié I'influence des conditions de culture sur la
croissance et la production de lactocine 705 par Lactobacillus casei CRL705. Un maximum
de production de bactériocine est obtenu dans le MRS a pH 6,5 et 7,5. Une grande quantité
de bactériocine est obtenue lorsque le milieu MRS est additionné de 0,5 a 2% de tween 80,
2,0 % glucose, 1% tryptone et 2% extrait de levure. Une optimisation de la production de
bactériocine est obtenue sur le lactosérum additionné de 2 % d’extrait de levure et 1% de
tween 80. La lactocine est stable a pH 5 - 6 a 15°C. Juarez Tomas et al. (2002) ont étudie
l'influence du pH, du milieu de culture et de la température sur la croissance et la production
de la bactériocine par Lactobacillus salivarius CRL 1328. Les meilleures conditions pour
une optimisation de la croissance sont obtenues sur milieu MRS avec un pH initial de 6,5
et une température de 37°C. Une production maximale de bactériocine est obtenue sur le
milieu LAPTg aprés 6h de fermentation & 37°C avec un pH initial de 6,5 ou 8,0.Van Den
Berghe et al. (2005) ont constaté que les températures de fermentation comprises entre 20
et 45°C et une variation de pH 5,1 a 6,9 influent sur la production de mécédocine issue de
Streptococcus mecedonicus. La température optimale pour la production de la bactériocine
est de 20 a 25°C. Par contre la meilleure température pour la biomasse est de 42,3°C.
Le pH optimal pour la production de la bactériocine est de 6,0. Cependant la croissance
est optimale a pH 6,4. L'activité maximale de la bactériocine est obtenue lorsque le pH est
compris entre 6 et 6,5.Lejeune et al. (1998) ont étudié l'influence de I'addition de glucose
a différentes concentrations (5, 30, 40 et 50 g/L), et l'influence de la température (30, 37
et 45°C) sur la production d’amylovorin issue de Lactobacillus amylovorus cultivée dans du
bouillon MRS additionné de 20g/L de glucose. La production en biomasse et en bactériocine
est maximale a 37°C. Une faible production de biomasse est observée lorsque le MRS est
additionné de glucose a raison de 5g/L; par contre le poids de la biomasse sec (CDM) est
de 2,5 g/L lorsque le MRS contient du glucose a raison de 20g/L.
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Une faible concentration en NaCl (2% m/v) stimule la production de bactériocine sans
affecter leur croissance de Lactobacillus curvatus (Verluyten et al., 2004). Callewaert et
De Vuyst (2000) ont étudié I'effet de I'addition du glucose et /ou CNS (milieu contenant
différentes concentrations en glucose et en source complexe d’azote) sur la production
de bactériocine par Lactobacillus amylovorus DCE 471. Une production maximale de
bactériocine est de 11,2 MAU/L (Million Unité Arbitraire/litre) correspondant a une biomasse
de 5,3g/L (masse séche cellulaire/litre).

Mataragas et al. (2003) ont étudié linfluence du pH et de la température sur la
croissance et la production de bactériocine par Leuconostoc mesenteroides L124 et
Lactobacillus curvatus L442. Les conditions optimales de production des bactériocines
n'ont pas coincidé avec ceux de la croissance. Le pH et la température optimale pour la
croissance est de 6,0-6,5 a 30°C. Par contre les conditions optimales pour la production de
bactériocine issue de cette espéce est de 5,5 et a 25°C.

10. Effet de la congélation et de la durée du stockage
sur l'activité acidifiante de Lb. acidophilus 11
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La premiére étape de cette partie consiste a produire Lb. acidophilus 11 en bioréacteur dans
des conditions standard de température a 37°C et a trois valeurs de pH contrélé soit 6,5,
5,5 et 5,0. La seconde étape consiste au suivi de I'activité acidifiante CINAC de I'espéce
au moment de sa production, notamment aprés la congélation et au cours du stockage. Le
but est donc de quantifier la perte en activité acidifiante puisque la viabilité et le pouvoir
acidifiant sont deux critéres primordiaux déterminant la qualité d’'une souche lactique.

Aprés concentration des cellules par centrifugation réfrigérée a 10 000g, une re-
suspension bactérienne dans le surnageant brut actif est réalisée. La perte de I'activité
acidifiante au cours de la congélation et du stockage a —20°C est représentée par une
augmentation linéaire de Tmax (temps nécessaire pour atteindre la vitesse maximale
d’acidification a 37°C) en fonction de ts (durée de stockage a —20°C). La différence entre
les valeurs de tm avant et aprés congélation quantifie le paramétre dtm selon 'équation:

dtm = tmg — tm¢

tmg : temps pour atteindre une activité acidifiante de la suspension concentrée avant
congélation (en min)

tm¢: temps pour atteindre une activité acidifiante de la suspension concentrée apres
congélation (en min)

Les résultats de la quantification de la perte d’activité acidifiante de Lb. acidophilus 11
pendant la congélation et au cours du stockage selon les conditions de fermentation (pH
controlé a 6,5, 5,5 et 5,0) sont présentés au niveau des tableaux (22, 23 et 24), tableaux
(25, 26 et 27, annexe) et des figures (27, 28 et 29). La figure 30 présente, a titre d’exemple,
I’évolution du pH et de la vitesse d’acidification (d pH/dt) avant congélation et 24h aprés
stockage, lors de l'incubation de Lb. acidophilus 11 dans du lait a 37°C.

La quantification de la perte d’activité acidifiante de Lb. acidophilus 11 au cours de la
congélation et du stockage consiste a établir une relation linéaire entre I'activité acidifiante
(tm, en min) et la durée du stockage (ts, jours). Elle a été validée pour différentes biomasses
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issues de fermentations a pH contrdlé 6,5, 5,5 et 5,0 (Fig. 27, 28 et 29). Les résultats relatifs
a chaque fermentation font I'objet d’une régression linéaire de type:

Tmax=tm ¢ +kts

Ou Tmax est le temps nécessaire pour atteindre I'activité acidifiante, tm0 est 'ordonnée

a l'origine (en min), k est la pente de la régression linéaire (en min j'1) et ts est le temps de
stockage (en jours). Les régressions linéaires sont déterminées a I'aide du logiciel Excel. La
pente k représente la vitesse de perte d’activité acidifiante pendant le stockage. Ceci signifie
gu’'une pente élevée indique une diminution importante et rapide de l'activité acidifiante.
Signifiant que la souche considérée est sensible aux conditions de stockage (-20°C). Les
valeurs de k obtenus a différent pH régulé 6,5, 5,5 et 5,0 sont présentées au niveau des
courbes de régression soit respectivement 7,998 min/ j, 4,28 min/ j et 15,519 min/ j. La

vitesse de perte d’activité acidifiante de 15,519 min/j'1 indique une pente de la régression
linéaire élevée, signifiant une diminution rapide de I'activité acidifiante. Ceci suggére que les
biomasses issues d’une fermentation contrélée a pH 5,0 sont sensibles aux conditions de
stockage. Les résultats montrent qu'il est préférable de cultiver des cellules a pH contrélé 6,5
ou 5,5 pour favoriser la résistance des cellules a la congélation a -20°C et au stockage a I'état
congelé. En revanche, les cellules cultivées a pH contrélé 5,0 montrent une dégradation
rapide de leur activité acidifiante.

La différence entre les valeurs de Tmax avant et aprés congélation quantifie le
parameétre dtm. Ce dernier est important dans les biomasses de Lb. acidophilus issues de
fermentation contrélées 6,5, 5,5 et 5,0 soit respectivement -144 min, -159 min et -166 min.

830 1 y=7.998x + 605,71
R2 =0.90501 “

T30

o pll55 (min’

6E0

630

580 T . . T . . .
0 5 10 15 20 2 30
T empe de =z tockeage (jours)
Fig. 27: Activité acidifiante de Lb. acidophilus 11 en
fonction de la durée de stockage (ts) a -20°C (pH contrélé 6,5)
Tmax = 605,71 + 7,998 . ts
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Tableau 22: Quantification de la perte d’activité acidifiante de Lb. acidophilus 11 pendant la congélation

et au cours du stockage (pH contrélé a 6,5)

Temps (jours) |0 1 7 14 21 28
Vmax -0,003 -0,0034 |-0,0032 -0,0033 -0,0030 -0,0039
Tmax 86 105 169 203 219 230
dtm -19 -83 117 -133 -144
pHmax 6,07 6,15 6,15 6,20 6 6

t pH5,8 326 344 402 434 465 491

t pH5,5 594 605 662 750 788 803

t pH5,0 1213 996 1521 1744 1966 1988

Vmax: vitesse maximale d’acidification, Tmax: temps nécessaire pour atteindre Vmax,
dtm: la différence entre les valeurs de Tmax avant et aprés congélation (dtm= tmg- tmg),
pH max: pH maximal, t pH 5,8: temps nécessaire pour atteindre pH 5,8 et t pH 5,5: temps
nécessaire pour atteindre pH 5,5, t pH 5,0: temps nécessaire pour atteindre pH 5,0.

tnpll 55 (nin’

B40) -
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i
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v =4,2803x + 715,57
R =10,0801

Fig. 28: Activité acidifiante de Lb. acidophilus 11 en
fonction de la durée de stockage (ts) a -20°C (pH contrélé 5,5)
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Tmax = 715,57 + 4,2893 . ts

Tableau 23: Quantification de la perte d’activité acidifiante de Lb. acidophilus 11 pendant la congélation

et au cours du stockage (pH controlé a 5,5)
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Temps (jours) |0 1 7 14 21 28
Vmax -0,0028  -0,0028 |-0,0027 |-0,0022 -0,0025 -0,0022
Tmax 102 115 211 244 252 261
dtm -13 -109 -142 -150 -159
pHmax 6,22 6,32 6,31 6,32 6,31 6,36
tpH5,8 395 412 435 463 484 510
tpH5,5 710 724 743 781 809 831
tpH5,0 1823 1933 1945 1965 1997 2000

Vmax: vitesse maximale d’acidification,

Tmax: temps nécessaire pour atteindre Vmax,

dtm: la différence entre les valeurs de Tmax avant et aprés congélation (dtm= tmg- tmg),

pH max: pH maximal, t pH 5,8: temps nécessaire pour atteindre pH 5,8 et t pH 5,5: temps
nécessaire pour atteindre pH 5,5, t pH 5,0: temps nécessaire pour atteindre pH 5,0.

v =15,519x + 847,36

R*=109382
1200 1
~ 1100 1
5
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B
=
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0 5 10 13 X 23 30
Temps de stockage (jours)
Fig. 29: Activité acidifiante de Lb. acidophilus 11 en
fonction de la durée de stockage a -20°C (pH contrélé 5,0)
Tmax = 847,36 + 15,519 . ts
Temps (jours) (0 1 7 14 21 28
Vimax 0.0020 | -0.0034 0.0033 0.0022 00023 0.0026
Tmax 117 128 222 244 268 283
dim -11 -105 -127 -151 -166
pHmax 6,25 6,31 6,30 6,32 5,33 5,39
t pH3.8 391 613 733 832 062 083
t pH5,5 503 923 963 1009 209 1279
t pH3.0 1907 19468 1907 2138 PEET 2637
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Tableau 24: Quantification de la perte d’activité acidifiante de Lb. acidophilus
11 pendant la congélation et au cours du stockage (pH contrélé a 5,0)

Vmax: vitesse maximale d’acidification, Tmax: temps nécessaire pour atteindre Vmax,
dtm: la différence entre les valeurs de Tmax avant et aprés congélation (dtm= tmg- tmg),

pH max: pH maximal, t pH 5,8: temps nécessaire pour atteindre pH 5,8 et t pH 5,5: temps
nécessaire pour atteindre pH 5,5, t pH 5,0: temps nécessaire pour atteindre pH 5,0.
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Fig. 30: Courbe d’acidification (pH) et de vitesse d’acidification
(dpH/dt) d’une culture pure de Lb. acidophilus dans du lait et
dans MRS a 37°C avant congélation et 24h apres stockage

Les résultats obtenus dans cette étude avec Lactobacillus acidophilus 11, montrent que
la température de congélation et de la durée de stockage a un effet sur la reprise d’activité
acidifiante de la bactérie. Cet effet est négatif pour une température de congélation de -20°C.
La formation des cristaux de glace (taille, localisation) et leur évolution au cours du stockage,
et les mécanismes associés (plasmolyse) permettent d’expliquer ces résultats. La quantité
de glace formée dans la matrice cryoconcentrée dépend de la cinétique de congélation. Par
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comparaison avec une congélation a vitesse élevée (immersion dans I'azote liquide, soit
une vitesse de I'ordre de 2500°C/min), une vitesse de congélation lente (5°C/min) entraine
la formation d’'une quantité de glace extracellulaire plus importante associés a de plus gros
cristaux de glace. Nos résultats sont en accord avec ceux de Fonseca et al. (2006). Ces
derniers ont étudié la résistance de Lactobacillus bulgaricus ala congélation en présence de
glycérol, cryoprotecteur couramment utilisé. Elle s’est avérée fortement dépendante de la
cinétique de congélation et des conditions de stockage mises en oeuvre. Ainsi, les vitesses
de congélation rapides, obtenues par immersion dans I'azote liquide, induisent les pertes
minimales d’activité acidifiante et de viabilité, si, et seulement si, un stockage ultérieur a
-196 °C ou -80 °C est appliqué. En revanche, un stockage des échantillons congelés a -
20 °C, provoque les pertes maximales de viabilité et d’activité acidifiante. Toutefois, une
perte modérée d’activité de ces bactéries peut étre obtenue a des températures de stockage
élevées (- 20 °C) a condition de mettre en oeuvre de faibles vitesses de congélation (5°C/
min).

Tsvetkov et Shishkova (1982) ont comparé la viabilit¢ de Lb. bulgaricus aprés
congélation a différentes températures (-20°C, -30°C, -40°C et -196°C) et conclurent que
'immersion dans I'azote liquide est la meilleure méthode de congélation et de conservation.
En revanche Denou et al. (2005) observent des taux de mortalité importants aprés
congélation a -196°C de Lb. bulgaricus en présence de différents cryoprotecteurs. La
cryotolérence de Lb. acidophilus11, préalablement cultivée a 37°C et a trois pH (6,5, 5,5
et 5,0) a été déterminée. Les résultats montrent qu’il est préférable de cultiver les cellules
a pH 6,5 ou 5,5 pour favoriser la résistance des cellules a la congélation a -20°C et au
stockage a I'état congelé. La maitrise de la cryotolérence de la souche d’intérét permet la
reprise normale de ses activités métaboliques telle que l'acidification et la production de
bactériocine. Le suivi de la production de bactériocine en bioréacteur est réalisée sur des
souches de Lb. acidophilus 11 en stock congelées a -20°C. L'amélioration de la qualité des
ferments lactiques doués d’activité bactériocinogéne, nécessite I'optimisation des conditions
de sa conservation.

En Algérie, plusieurs chercheurs ont étudié les bactéries lactiques. Selon Badis et al.
(2005) L'identification des 240 isolats selon les critéres morphologiques, physiologiques
et biochimiques a permis de les rattacher aux 28 espéces présumées dont les plus
dominantes sont Lactobacillus helveticus (29 isolats), Streptococcus thermophilus (23
isolats), Lactobacillus brevis (20 isolats), Lactobacillus caséi subsp caséi (20 isolats),
Lactobacillus plantarum (16 isolats), Lactococcus lactis subsp. lactis (14 isolats) et
Pediococcus.

Bekhouche et Boulahrouf (2005) ont effectuéles dénombrements et I'identification des
bactéries lactiques isolées a partir de lait cru de vachesappartenant a six stations d’élevage

de la région de Constantine. Le nombre moyen debactéries lactiques varie de 0,579x 107 a

11,40x 107 . Sur 1645 souches isolées 1000 souches ont pu étrepurifiées et identifiées aux

genres Streptococcus (147 souches), Lactococcus (121), Enterococcus (95), Leuconostoc
(272), Lactobacillus (197) et Pediococcus. (168).

D'aprés Zadi-Karamet Karam (2005) Quatre-vingt-une souches de bactéries lactiques
ont été isolées et identifiées a partir du lait de chamelle. Les genres bactériens rencontrés
dans les échantillons sont représentés par des souches de Lactococcus, Enterococcus,
Leuconostoc et Lactobacillus. Quatre genres de bactéries lactiques ont été trouvés dans le
lait de chamelle. La seule espéce de lactobacille présente dans les échantillons de lait est
Lb. plantarum alors que
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Lactococcus est représenté par ses trois sous-espéeces. Parmi ces derniéres certaines
souches présentent la capacité de croitre en présence de 6,5 % NaCl. Cette caractéristique
inattendue est sans doute a relier avec les conditions alimentaires des animaux.

D'aprés Dilmi Bouras et Sadoun (2002) Streptococcus thermophilus (Sc. t.) et
Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus (Lb. b)sont relativement résistants a l'acidité
gastrique, aux sels biliaires et a la flore intestinale. Ces ferments se retrouvent a des
concentrations importantes, a différents niveaux du tube digestif, tant que les lapins
consomment du yaourt. Aprés I'arrét de I'ingestion du yaourt, la concentration de Sc. t et de
Lb. b. reste a un niveau acceptable, pendant 24 heures, avec une concentration voisine de

105 cellules . mL_1 au niveau de I'estomac, 107 cellules . mL_1 au niveau du duodénum

et 107 cellules . g -1 de féces au ni-veau du gros intestin. Bendali et al. (2008)ont étudié
Lactobacillus paracasei subsp paracaseiisolée a partir des selles de nourrisson allaité au
sein, identifié phénotypiquement et génotypiquement. Cette souche est douée d'une activité
bactériocinogéne vis-a-vis Listeria (Listeria innocua CLIP 74915 et Listeria monocytogenes
EGDe). Une production maximale de bactériocine a été notée vers la fin de la phase
exponentielle de croissance (14 h dans MRS bouillon et 18 h dans bouillons BHI).



CONCLUSION

CONCLUSION

52 espéces lactiques ont fait I'objet de cette étude, 10 souches appartenant a l'espéce
Streptococcus thermophilus ont étéisolées a partir de lait crG de vache. 13 souches
appartenant a l'espéce Lactobacillus acidophilus ont été isolées a partir du lait de vache
fermenté naturellement. Plusieurs espéces appartenant a la famille des bifidobactéries ont
été isolées a partir des selles de nourrissons agés d’'un mois allaités exclusivement au sein,
Bifidobacterium bifidum (6 souches), Bifidobacterium longum (7 souches), Bifidobacterium
infantis (7 souches), Bifidobacterium adolescentis (4 souches),et Bifidobacterium breve (5
souches).

L'activité antimicrobienne des 52 souches est étudiée a I'égard de 4 espéces
pathogénes Escherichia coli, Salmonella thyphimurium, Listeria monocytogenes et
Staphylococcus aureus suivant la méthode de diffusion en milieu solide. Cette activité n’a
été décelée que dans les surnageants de culture. En effet aucune activité n'a été observée
dans les extraits cellulaires testés. En conclusion la bactériocine est donc extraite dans le
milieu extracellulaire.

Une premiére sélection est effectuée sur la base de I'activité bactériocinogéne. Les trois
meilleures souches de chaque espéce sont retenues soit Bf. adolescentis 2, 3et4, Bf. bifidum
4, 5et 6, Bf. infantis 1, 3et5, Bf. longum 2, 4et 5, Bf. breve 2, 3 et 5, Sc. thermophilus 3,6et 7
et Lb. acidophilus 1, 6 et 11. Une deuxiéme sélection des 21 souches est réalisée sur la base
de deux paramétres technologiques, le pouvoir acidifiant et la cinétique de la croissance.
Seule I'espéce Lb. acidophilus 11 a été retenue pour la purification et la caractérisation de
la bactériocine ainsi que pour la production de bactériocine en bioréacteur.

La bactériocine produite par Lb. acidophilus a été purifiée en trois étapes:

Passage du surnageant brut actif en chromatographie a échangeur de cations

avec une élution de la bactériocine par palier (0,1, 0,3 et 1M en NaCl), a ce stade

de purification I'activité antimicrobienne est observée dans la fraction éluée a 1M

en NaCl. Ceci suggére que la substance inhibitrice est probablement de nature
cationique.

Passage de la fraction active précédente en chromatographie en phase inversée, les
fractions actives sont éluées entre 32 et 48% d'acétonitrile.

Les fractions actives éluées entre 32 et 48% d'acétonitrile, sont lyophilisées puis
reprises dans de I'eau distillée pour un passage en chromatographie en phase
inversée analytique (HPLC). Le profil chromatographique de la fraction active révéle
4 pics. Le test de I'activité inhibitrice montre que le 4eme pic est actif. Ce dernier sera
analysé par spectrométrie de masse. Les résultats ont révélé que la bactériocine
représente une masse de 5218Da.

La bactériocine a été soumise a l'action d’enzymes protéolytiques (pepsine, trypsine,
pronase et proteinase K). Ces derniéres altérent complétement I'activité antagoniste de
la bactériocine. L'effet du traitement thermique a montré que cette substance reste stable
pendant 30 min de 70°C jusqu'a 90°C; Elle est stable aussi pendant 15 min a 100°C. En effet
elle décroit rapidement lors d'un traitement de 30 min ou de 45 min a 100°C et un traitement
de 121°C pendant 30 min. L'activité inhibitrice de la bactériocine n'est pas affectée par la
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variation du pH. L'étude de l'activité antimicrobienne du composé actif a partir d'un gel de
SDS PAGE, révéle une protéine de faible poids moléculaire compris entre 14,2 et 6,5 kDa.

D’aprés un bilan comparatif des trois fermentations a pH régulé (6,5, 5,5 et 5,0), un pH
compris entre 6,5 et 5,5 semblerait optimal pour I'acidification de Lb. acidophilus 11.

La production de bactériocine par Lb. acidophilus 11 par fermentation discontinue
«fermentation en batch» est faible, les zones d'inhibition obtenues sont de 8 mm. Ceci peut
étre expliqué par 'accumulation de produits toxiques, principalement I'acide lactique non
dissocié et le lactate, et par conséquent I'acidification du milieu de culture. Le pH est un
facteur important limitant la production de bactériocine par cette technologie. D'ou l'intérét
de production de bactériocine par Lb. acidophilus 11 en bioréacteur a pH régulé a 6,5, 5,5
et 5,0. Le diameétre des zones d'inhibition est important lorsque le pH de fermentation est
contrélé a 6,5 soit 18 mm avec une activité maximale de bactériocine, soit 25600UA/mL.

La cryotolérence des ferments lactiques et probiotiques concentrés congelés est un
phénoméne encore peu maitrisé, principalement a cause du stress subi par les cellules,
auxquelles elles répondent de facon trés variable. Ce travail propose un nouveau systéme
(CINAC) pour quantifier I'activité acidifiant de Lb. acidophilus 11 aprés fermentation, avant
et aprés congélation et pendant le stockage. La méthode consiste a établir une relation
linéaire entre I'activité acidifiante (tm) et la durée de stockage (is). Cette méthode permet de
déterminer la perte d’activité lors de la congélation et la vitesse de perte lors du stockage.

En perspectives il serait intéressant d’envisager de:
Effectuer un séquencage de la bactériocine purifiée dans la présente étude.
Suivre I'effet de la température sur la production de la bactériocine en bioréacteur.
Optimiser la production de la bactériocine en bioréacteur.
Etudier I'effet des cryoprotecteurs sur I'activité acidifiante et la croissance du ferment.

Etudier I'effet des conditions de congélation-décongélation sur la structure cellulaire
de la souche d’intérét.

Etudier I'effet de la lyophilisation sur la production de la bactériocine.
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ANNEXES

Composition des milieux:

Milieu MRS (Man, Rogosa et Sharp):
Glucose: 20 g

Peptone: 10 g

Extraits de viande de boeuf: 8 g
Acétate de sodium, 3H20: 5 g

Extrait de levure: 4 g

KoHPO4: 0,2 g

Citrate d’ammonium: 2 g

MgS0y4.7 H20: 0,2 g

MnSQO4.4 H2O: 0,059

Tween 80: 1 mL

pH a ajuster a 6,8 a 7, autoclaver a 120°C/15 mm
Milieu MRS cystéiné:

Milieu MRS + cystéine a raison de 0,1%
pH a ajuster a 6,4 additionné de 15 pug/ mL d'acide nalidixique
Milieu M17:

Tryptone: 2,5 g/L

Tryptone pepsique de viande: 2,5 g/L
Extrait de viande: 5 g/L

Extrait autolytique de levure: 2,5 g/L
Lactose: 5 g/L

glycerophosphate de Na: 19 g/L
Sulfate de Mg: 0,25 g/L

Acide ascorbique: 0,5 g/L

Eau distillée: 1000 mL

pH=7,7

Autoclaver a 120°C./ 15 min

Gélose nutritive:

Peptone: 5 g

Glucose: 5¢g

Extrait de levures: 3 g

Agar agar: 15 g

Eau distillé: 1000 mL

Eau physiologique:

NaCl: 9 g

Peptone: 1 g

Eu distillée: 1000 mL

Autoclaver a 120°C /20 min

Lait écrémé reconstitué:

Poudre de lait écrémé: 90 a 92 g
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Eau distillée: 1000 mL

ANNEXES

Répartir en tube a essai a raison de 9 mL et stérilisé a 110°C pendant 20 min

Tableau 2: Origines et conditions de culture des souches cibles

Bactérie

Origine de la souche

Conditions de culture

Gram positive Lactobacillus
helveticus Lactobacillus
bulgaricus 340 Streptococcus
thermophilus Bifidobacterium
infantis Bifidobacterium
breve Bifidobacterium
bifidum Listeria

innocua Listeria
monocytogenes Staphylococcus
aureus Campylobacter

Jejuni Bacillus subtilis Gram
négative Escherichia

coli (EPEC) Salmonella
thyphimurium Yersinia
enterocolitica

laboratoire d'hygiéne

Blida Danisco, Dangé-Saint-
Romain laboratoire d'hygiéne,
Blida Selles nourrissons agé
d'un mois Selles nourrissons
agé d'un mois Selles nourrissons
agé d'un mois (Hopital Blida,
Algérie) Institut Pasteur,
Alger Institut Pasteur,

Alger Institut Pasteur,

Alger Institut Pasteur,

Alger Institut Pasteur,

Alger Hopital Ben Boulaid,
Blida Institut Pasteur,

Alger Institut Pasteur, Alger

MRS, 37°C MRS, 37°C M17,
42°C MRS cystéing, 37°C MRS
cystéiné, 37°C MRS cystéiné,
37°C (TSB; tryptic soy

broth), 37°C (TSB; tryptic soy
broth), 37°C (TSB; tryptic soy
broth), 30°C (désoxycholate
1%o), 37°C (Bouillon nutritif),
37°C Bouillon nutritif, 42°C SS
bouillon, 37°C Bouillon nutritif,
37°C

Tableau 3: Gel de I’électrophorése (gel principal: 15% acrylamide, tri 0,33M, 0,1%SDS).

Composants Gel principal | (gel de rattrapage)
Staking gel

Acrylamide 40% 1,5mL 0,2 mL

Tri 2M pH 8,8 0,665 mL

Tri 0,8M pH 6,8 / 0,300 mL

Eau 1,835 mL 2,00 mL

Sodium dodécyl sulfate (SDS) 10% 40 uL 25 uL

persulfate d’ammonium (APS) 10% (p/v) 40 L 20 yL

Tetraméthyl-ethylene-diamine (TEMED) |8 pL 4 uL

TEMED et APS sont les agents de polymérisation

SDS se lie aux protéines et empéche son repliement et lui confere une charge nette

négative.

Tableau 4: Composition des solutions de coloration et de décoloration (SDS PAGE)

Composition

Solution de coloration

Solution de décoloration

Eau Méthanol Acide acétique
glacial Coomassie Brillant Bleue
R-250

45 mL 45 mL 10 mL 250
mg

Tampon de charge pH 6,8:

Tris-HCI 50 mM pH 6,8
SDS 0,1%(p/v),

bleu de bromophénol 0,1% (p/v)

45 mL 45 mL 10 mL O mg
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glycérol 10% (v/v).

Tableau 5: Résultats d’identification des lactobacilles (Lb. acidophilus) (galerie APl 20 A).

Tests | Substrat Résultats
ONPG | Ortho-nitro-phenyl galactoside |+
ADH Arginine -
LDC Lysine +
oDC Ornithine +
CIT Citrate de Na +
HoS Thiosulfate de Na +
UREE |Urée -
TDA Tryptophane +
IND Inositol -
VP Pyruvate de Na +
GEL Gélatine de Kohn +
GLU Glucose +
MAN Manitol -
INO Inositol -
SOR Sorbitol -
RHA Rhamnose +
SAC Saccharose -
MEL Melibiose -
ARA Aréabinose -

Tableau 6: Résultats d’identification des bifidobactéries (Bf. infantis)(galerie APl 20 A).

Test Substrat Résultats
ONPG | Ortho-nitro-phenyl-galactoside | -
ADH Arginine +
LDC Lysine +
oDC Ornithine -
CIT Citrate de Na +
H2S Thiosulfate de Na -
UREE |Urée +
TDA Tryptophane +
IND Inositol -
VP Pyruvate de Na +
GEL Gélatine de Kohn -
GLU Glucose +/-
MAN Manitol +
INO Inositol +/-
SOR Sorbitol +
RHA Rhamnose +
SAC Saccharose +
MEL Melibiose +
ARA Aréabinose +

Tableau7: Résultats d'identification des streptocoques (Sc. thermophilus) (galerie API 20 A)
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Test Substrat Résultats
ONPG | Ortho-nitro-phenyl-galactoside |+
ADH Arginine -
LDC Lysine +
oDC Ornithine +
CIT Citrate de Na -
H2S Thiosulfate de Na +
UREE |Urée +
TDA Tryptophane +
IND Inositol +
VP Pyruvate de Na +
GEL Gélatine de Kohn +
GLU Glucose +
MAN Manitol -
INO Inositol -
SOR Sorbitol -
RHA Rhamnose -
SAC Saccharose +
MEL Melibiose +
ARA Aréabinose -

ANNEXES

Tableau 9: Mesures du pH du lait écrémé ensemencé avec les trois meilleures souches de chaque

espece parmi les 52 souches en fonction du temps (heures)

Souches 0 2 4 6 8 24

Bf. adolescentis2 |6,80 6,60 6,30 |590 550 4,80
Bf. adolescentis 3 |6,80 6,65 6,33 590 554 4,89
Bf. adolescentis4 6,80 6,56 6,30 6,00 5,65 5,00
Bf. bifidum 4 6,80 6,40 6,10 |580 5,46 4,60
Bf. bifidum 5 6,85 655 6,29 |6,00 5,68 5,20
Bf. bifidum 6 6,82 6,50 6,20 |590 5,70 5,32
Bf. infantis 1 6,70 6,40 6,00 |575 555 543
Bf. infantis 3 6,74 6,47 6,10 |580 5,50 5,40
Bf. infantis 5 6,70 6,44 6,10 |595 5,70 5,50
Bf. longum 2 6,80 655 (6,20 |6,00 5,64 5,43
Bf. longum 4 6,80 6,50 (6,30 |6,00 5,64 542
Bf. longum 5 6,82 6,52 16,32 (6,10 5,70 5,50
Bf. breve2 6,75 6,40 6,20 |594 5,74 5,56
Bf. breve 3 6,79 6,47 6,27 |6,00 5,71 554
Bf. breve 5 6,70 6,35 |6,10 |5,70 557 5,35
Sc. thermophilus 3 |7,00 6,80 6,61 6,44 6,10 5,85
Sc. thermophilus 6 6,90 6,81 6,60 6,42 6,00 5,80
Sc. thermophilus 7 6,91 6,82 6,63 [6,45 6,23 5,00
Lb. acidophilus 1 6,70 6,53 6,34 |6,00 584 5,10
Lb. acidophilus 6 6,71 6,32 5,80 |535 515 4,85
Lb. acidophilus 11 6,70 6,30 [5,75 |5,30 4,90 4,50

Tableau 10: Log du nombre des UFC/mL des trois meilleures souches de chaque espéce parmi les 52
souches en fonction du temps (heures)
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Souches 0 2 4 6 8 24

Bf. adolescentis2 19,10 9,47 9,84 10,23 |11,6 |5,90
Bf.adolescentis 3 940 9,75 10,10 110,45 11,00 |5,90
Bf. adolescentis4 8,70 9,20 9,65 10,10 [10,50 4,40

Bf. bifidum 4 9,84 10,30 10,58 [10,90 [11,95 6,10
Bf. bifidum 5 9,00 9,35 9,70 10,10 | 10,53 5,50
Bf. bifidum 6 8,47 8,80 9,25 9,60 |10,00 5,00
Bf. infantis 1 9,15 9,30 9,70 9,95 10,25 5,48
Bf. infantis 3 10,00 10,50 [10,98 |11,40 [11,90 6,80
Bf. infantis 5 740 7,75 8,00 8,38 |8,78 4,45
Bf. longum 2 9,32 9,60 9,95 10,30 |10,60 7,70
Bf. longum 4 8,00 8,36 8,80 9,60 |9,97 6,50
Bf. longum 5 10,10 10,45 |10,83 |11,25 |11,74 6,00
Bf. breve 2 9,60 9,95 10,30 10,78 |11,30 (6,47
Bf. breve 3 7,54 7,93 8,40 8,80 [9,34 4,68
Bf. breve 5 8,00 8,41 8,84 9,50 |9,70 6,40

Sc. thermophilus 3 |7,10 7,48 7,90 8,28 /8,60 6,10
Sc. thermophilus 6 6,30 6,66 7,20 760 (8,10 |545
Sc. thermophilus 7 (8,84 9,18 9,60 10,23 [10,65 7,84
Lb. acidophilus 1 9,48 9,85 10,15 |10,90 11,28 |5,70
Lb. acidophilus 6 10,00 10,30 10,77 11,32 (11,78 |7,45
Lb. acidophilus 11 |10,20 10,57 |10,98 |11,42 11,82 |7,94

Tableau 12: Evolution de la production de la bactériocine par Lb. acidophilus 11 envers Lb. bulgaricus
340

Temps (h) DO pH Zi (mm)
0 6,27 |0
1 0,195 16,22 |0
2 0,25 /6,08 |0
3 0,68 581 |0
4 1,30 [545 |0
5 210 5,06 |5
6 290 4,78 |6
7 3,60 (461 |7
8 3,70 451 |8
9 3,80 |442 |8
10 3,83 4,38 |9
11 3,80 4,36 |8
12 3,72 1434 |7
13 3,50 4,29 |6
14 3,28 4,27 |5
15 3,00 4,22 |5
16 285 (4,20 |4
17 240 |4,18 |3
18 200 415 |3

Zi: diamétre d’inhibition (mm)
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Dilution Log dilution DO £i(mm)
1 At ey’ 'E
U_UU U:UUU
0,50 10.30 0,013 i)
- l'i.'ll'l l'i" iR 1 4
|:|2|:| =, L 1%
0,10 -1.00 0,220 12
0,05 -1.30 0,357 0g
0,02 -1.70 0 463 07
0,01 -2.00 0,510 03
0,005 -2.30 0,383 02
0,002 -2.70 0,660 ()

Movanne dz DO da LB bulgarius 340 de frois sssais
Zi: movanna du diamétra 4" inhibition da frois es5ais {an mom)

Tableau 14: Mesure de la DO de Lb. bulgaricus 340 en
fonction de la concentration du SBAet du diamétre d’inhibition (Zi)
issue d’une fermentation de Lb. acidophilus 11 a pH contrélé 6,5

Dilution Log dilution DO Zi (mm)
1 0.00 0,267 17
0,50 0,30 0,127 13
0.20 0,70 0,260 12
0,10 -1.00 0,330 10
0,05 -1.30 0,457 09
0,02 1,70 0,357 06
0.01 -2.00 0,617 04
0,005 -2 30 0,643 00
0,002 270 0,683 00

Llovenme da D0 de Lh. buisariur 340 da trois sssais
Zi: movenns du diamatra 4 inhibition ds trois assais (zn mom)
Tableau 15: Mesure de la DO de Lb. bulgaricus 340 en

fonction de la concentration du SBA et du diameétre d’inhibition (Zi)
issue d’une fermentation de Lb. acidophilus 11 a pH contrélé 5,5
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Dilution Log dilution DO Zi (mm)
1 0.00 0,100 14
0,50 0,30 0.210 11
0,20 0,70 0,303 08
0,10 -1.00 0,423 03
0,05 -1,30 0,373 02
0,02 -1,70 0,600 00
0,01 -2.00 0,643 00
0,005 -2.30 0,667 00
0,002 -2.70 0,693 00

Mlovennz dz DO dz Lb. bulgarius 240 dz trois assais

Zi: movenne du diamétre 4 inhibition da trois assais {2n mom)
Tableau 16: Mesure de la DO de Lb. bulgaricus 340 en

fonction de la concentration du SBA et du diametre d’inhibition (Zi)

issue d’une fermentation de Lb. acidophilus 11 a pH contrélé 5,0

1 -
¥=0,9005x - 0,0003
R =1

0.8 -

T
= 0.6
=
z 04
02
0 . .
0 0.3 1 13
"diluton"

Fig. 13:Corrélation entre la dilution et la concentration en bactériocine dans le SBA
Calcul de la masse molaire de la bactériocine:
M correspond a la masse moléculaire de la molécule analysée
mq et mo
Z et Z+1 charge
mi=M+2)/Z
mo=(M+Z+1)/(Z+1)

104



ANNEXES

Z=(m2—-1)/(mq—-mp)

Selon les résultats du spectrophotomeétre:
m4= 1305,5 et mo= 1044,7
Z=(1044,7-1)/ (1305,5-1044,7) =+ 4
M=[mo.(Z+1)]-(Z+1)=5218,5Da.

Tableau 25: Descripteurs caractéristiques de I'acidification de Lb. acidophilus 11 avant et pendant le
conservation a — 20°C (pH controlé 6,5)
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JO

échantillon Vmax Tmax pHmax Ta tpH5,8  tpH5,5 |tpH5,0
1 -0,0031 85 6,00 76 323 591 1200
2 -0,0027 88 6,10 75 327 595 1211

3 -0,0031 86 6,12 75 328 597 1227
moyenne -0,0030 86 6,07 75 326 594 1213
Ecart type ET 0,00 1,53 0,06 0,45 2,92 3,21 13,58
Coeff variation CV (%) |-7,58 1,77 1,06 0,60 0,90 0,54 1,12
J1

échantillon Vmax Tmax pHmax Ta tpH5,8 tpH5,5 |tpH5,0
1 -0,0034 100 6,12 81 343 600 997

2 -0,0034 104 6,18 82 342 604 1000

3 -0,0033 111 6,15 81 348 610 990
moyenne -0,0034 105 6,15 81 344 605 996
ET 0,00 5,57 0,03 0,41 3,20 5,03 5,13
CV (%) -0,89 5,30 0,49 0,51 0,93 0,83 0,52
J7

échantillon Vmax Tmax pHmax Ta tpH5,8  tpH5,5 |tpH5,0
1 -0,0033 160 6,18 93 400 665 1520
2 -0,0030 166 6,15 93 396 660 1523

3 -0,0032 180 6,12 93 410 662 1521
moyenne -0,0032 169 6,15 93 402 662 1521
ET 0,00 10,26 0,03 0,16 7,06 2,52 1,23
CV (%) -5,18 6,08 0,49 0,17 1,75 0,38 0,08
J14

échantillon Vmax Tmax pHmax Ta tpH5,8 tpH5,5 |tpH5,0
1 -0,0032 200 6,20 97 432 740 1728
2 -0,0032 198 6,21 98 434 749 1726

3 -0,0035 210 6,20 96 436 760 1780
moyenne -0,0033 203 6,20 97 434 750 1744
ET 0,00 6,43 0,01 1,18 1,93 10,02 30,39
CV (%) -5,25 3,17 0,09 1,21 0,44 1,34 1,74
J21

échantillon Vmax Tmax pHmax Ta tpH5,8  tpH5,5 |tpH5,0
1 -0,0031 217 6,23 99,02 467,89 785 1967
2 -0,00295 219 6,21 99,96 461,46 789 1966
3 -0,00284 220 6,2 100,37 465,58 789 1965
moyenne -0,00296333219 6,21 100 465 788 1966
ET 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
CV (%) -19,96 0,00 0,01 0,00 0,00 0,00 0,00
J28

échantillon Vmax Tmax pHmax Ta tpH5,8 tpH5,5 |tpH5,0
1 -0,0039 229 6,25 118,17 488,17 800 1990
2 -0,0037 232 6,25 114,35 489,68 808 1989
3 -0,00396 |228 6,23 115,08 494,84 802 1985
moyenne -0,0039 230 6,24 116 491 803 1988
ET 0,00 2,08 0,01 2,03 3,50 4,16 2,65
CV (%) -3,53 0,91 0,18 1,75 0,71 0,52 0,13
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ANNEXES

Tableau 26: Descripteurs caractéristiques de I'acidification de Lb. acidophilus 11 avant et pendant le
conservation a — 20°C (pH controlé (5,5)
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Purification et caractérisation de bactériocines produites par des bactéries lactiques autochtones

isolées

JO

échantillon | Vmax Tmax pHmax Ta tpH5,8 tpH5,5 tpH5,0
1 -0,0027 99 6,21 76 394 700 1821
2 -0,0029 101 6,23 66 397 712 1822
3 -0,0027 105 6,21 77 395 717 1826
moyenne |-0,0028 101,6667 6,2167 72,7100 395,2167 709,6833 |1823,1800
ET 0,00 3,06 0,01 5,91 1,40 8,51 2,79
CV (%) -3,02 3,00 0,19 8,13 0,35 1,20 0,15
J1

échantillon | Vmax Tmax pHmax Ta tpH5,8 tpH5,5 tpH5,0
1 -0,0028 115 6,32 85 415 722 1929
2 -0,0025 116 6,34 89 420 726 1930
3 -0,0030 113 6,30 88 401 725 1939
moyenne | -0,0028 114,6667 6,3200 87,2833 411,7467 724,2900 |1933
ET 0,00 1,53 0,02 2,19 10,07 2,27 5,23
CV (%) -9,78 1,33 0,32 2,51 2,45 0,31 0,27
J7

échantillon | Vmax Tmax pHmax Ta tpH5,8 tpH5,5 tpH5,0
1 -0,0026 200 6,32 90 431 741 1942
2 -0,0025 215 6,30 85 435 743 1945
3 -0,0029 218 6,30 88 438 745 1947
moyenne |-0,0027 211,0000 6,3067 87,6567 434,7433 742,8200 |1944,8800
ET 0,00 9,64 0,01 2,53 3,86 2,20 2,49
CV (%) -7,59 4,57 0,18 2,89 0,89 0,30 0,13
J14

échantillon | Vmax Tmax pHmax Ta tpH5,8 tpH5,5 tpH5,0
1 -0,0024 243 6,32 95 461 780 1960
2 -0,0022 249 6,33 97 465 783 1966
3 -0,0021 241 6,32 92 464 782 1967
moyenne | -0,0022 2443333 6,3233 94,6567 463,4100 781,4867 |1964,5467
ET 0,00 4,16 0,01 2,50 2,44 1,81 3,74
CV (%) -5,83 1,70 0,09 2,64 0,53 0,23 0,19
J21

échantillon | Vmax Tmax pHmax Ta tpH5,8 tpH5,5 tpH5,0
1 -0,0023 255 6,32 100 482 800 1998
2 -0,0025 251 6,32 97 488 817 1997
3 -0,0028 249 6,30 101 483 809 1995
moyenne |-0,0025 252 6,31 99 484 809 1997
ET 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
CV (%) -23,34 0,00 0,01 0,00 0,00 0,00 0,00
J28

échantillon | Vmax Tmax pHmax Ta tpH5,8 tpH5,5 tpH5,0
1 -0,0023 260 6,35 112 517 828 2000
2 -0,0020 263 6,35 116 514 834 1999
3 -0,0022 260 6,39 111 500 830 2001
4 -0,0022 261 6,36 113 510 831 2000
moyenne |-0,0022 261 6,36 113 510 831 2000
ET 0,00 1,41 0,02 2,16 7,41 2,49 0,82
CV (%) -5,76 0,54 0,30 1,91 1,45 0,30 0,04
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ANNEXES

Tableau 27: Descripteurs caractéristiques de I'acidification de Lb. acidophilus 11 avant et pendant le
conservation a — 20°C (pH controlé 5,0)
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Purification et caractérisation de bactériocines produites par des bactéries lactiques autochtones

isolées

JO

échantillon | Vmax Tmax pHmMax Ta tpH5,8 tpH5,5 tpH5,0
1 -0,0028 116 6,25 78 589 800 1911
2 -0,0030 118 6,26 76 590 802 1902

3 -0,0029 117 6,25 77 595 807 1906
moyenne |-0,0029 117,0000 16,2533 76,7100 |591,4500 803,0167 1906,5133
ET 0,00 1,00 0,01 0,80 3,33 3,49 4,18
CV (%) -2,44 0,85 0,09 1,04 0,56 0,43 0,22
J1

échantillon | Vmax Tmax pHmax Ta tpH5,8 tpH5,5 tpH5,0
1 -0,0033 125 6,32 85 615 921 1949
2 -0,0035 129 6,30 85 620 922 1940
3 -0,0035 130 6,30 88 610 926 1949
moyenne |-0,0034 128,0000 16,3067 85,9500 |614,7467 922,9567 1946
ET 0,00 2,65 0,01 1,52 5,29 2,41 4,94
CV (%) -2,64 2,07 0,18 1,77 0,86 0,26 0,25
J7

échantillon | Vmax Tmax pHmax Ta tpH5,8 tpH5,5 tpH5,0
1 -0,0036 220 6,30 93 731 961 1996
2 -0,0035 225 6,30 95 735 963 1998

3 -0,0033 222 6,30 93 738 965 1995
moyenne |-0,0035 222,3333 6,3000 93,6567 |734,7433 962,8200 1996,5467
ET 0,00 2,52 0,00 1,14 3,86 2,20 1,48
CV (%) -4.17 1,13 0,00 1,21 0,52 0,23 0,07
J14

échantillon | Vmax Tmax pHmax Ta tpH5,8 tpH5,5 tpH5,0
1 -0,0024 243 6,32 95 851 1001 2213
2 -0,0022 249 6,33 97 849 1016 2200

3 -0,0021 241 6,32 92 856 1012 2000
moyenne |-0,0022 2443333 16,3233 94,6567 |852,0767 1009,4867 2137,8800
ET 0,00 4,16 0,01 2,50 3,73 8,05 119,40
CV (%) -5,83 1,70 0,09 2,64 0,44 0,80 5,58
J21

échantillon | Vmax Tmax pHmax Ta tpH5,8 tpH5,5 tpH5,0
1 -0,0023 268 6,32 117 962 1200 2441

2 -0,0022 269 6,32 110 968 1217 2445

3 -0,0024 268 6,34 118 973 1209 2451
moyenne |-0,0023 268 6,33 115 968 1209 2446
ET 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
CV (%) -25,71 0,00 0,01 0,00 0,00 0,00 0,00
J28

échantillon | Vmax Tmax pHmax Ta tpH5,8 tpH5,5 tpH5,0
1 -0,0026 280 6,37 122 980 1269 2650
2 -0,0025 283 6,38 123 984 1278 2655
3 -0,0026 285 6,41 121 990 1289 2666
4 -0,0026 283 6,39 122 985 1279 2657
moyenne |-0,0026 283 6,39 122 985 1279 2657
ET 0,00 2,05 0,02 0,82 4,11 8,18 6,68
CV (%) -1,84 0,73 0,27 0,67 0,42 0,64 0,25
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