REPUBLIQUE ALGERIENNE DEMOCRATIQUE ET POPULAIRE
PPN PN IO W PR I Y
MINISTERE DE L’ENSEIGNEMENT SUPERIEUR ET DE LA RECHERCHE

SCIENTIFIQUE
LIVl aald L aci adls
UNIVERSITE AMAR TELIDJI LAGHOUAT
el alli K
FACULTE DES SCIENCES
b slsall pnd
DEPARTEMENT DE BIOLOGIE

Meéemoire
En vue de lobtention du diplome de Master
Filiere : Sciences Biologiques
Option : Microbiologie Appliquée

THEME

Bacteéries lactiques productrices des bactériocines.

Présenté par:
BALBOUL Amel DJELLAL Ferial

Devant le jury composé de :

Président: MESSAOUDI Omar MCA Université de Laghouat
Examinateur: BENAMAR Ibrahim MAB Université de Laghouat
Rapporteur :  BOUNOUALA Fatima Zohra MAB Université de Laghouat

Soutenu publiquement le :...... /07/2021

Année Universitaire : 2020/2021



Remerciements

On remercie <<|4i>> le tout puissant de nous avoir donné la santé et la volonté d’entamer et de
terminer ce mémoire.

Tout d’abord, ce travaille ne serait pas aussi riche et n 'aurait pas avoir le jour sans [’aide et
I’encadrement de Mme BOUNOUALA Fatima Zohra, on la remercie pour la qualité de son
encadrement exceptionnel, pour sa patience, sa réguise et sa disponibilité durant notre préparation de
ce mémoire.

Nous remercie également les membres de jury, Mr MASSOUDI Omar et Mr BENAMAR Ibrahim,
pour leurs présences, pour leurs lecture attentive de notre theme ainsi que pour les remarques afin
d’améliorer notre theme.

Nos remercie s adresse également a tout non professeures pour son soutient moral et ses
encouragement.

Finalement, sans oublie nos remerciements & notre parents et tout les amis.



Avec l'aide de Allah

Je tiens c’est avec grande plaisir que je dédie ce modeste travail
A mon trés chere mere,

Quoi que je fasse ou que je dies, je ne saurai point le remercies comme il se
doit.

Ton affection me couvre, ta présence a mes cotés a toujours été ma source de
force pour affronter les différents obstacles

A mon trés cher pére,

Tu as toujours été a mes cotés pour ma soutenir et m’encourager
malgré la distance et donne mois les conseilles pour la réussir.

Que ce modeste travail, grace a vos prier.

A I’homme de ma vie mon marie OUADEH qui ma aidé et supporté dans les
moments difficiles.

A mes freres, ABDELHAK, ALLOULA et KHALIL pour leurs encouragé.
A la fleure de ma vie ma petit fille ROUMAISSA.

A ma grand pére NOUIWA et mes grandes meres je souhait
une bonne santé

A mes tantes et mes oncles

A ma deuxieme famille BOUCHAREB, ma KHADRA et baba sidi
MOSTAPHA, mes sures et ma fréere AISSA.

Sans oublie ma binbme AMEL et mon amie NESSRINE.

FERIAL




Liste des Abréviations

GRAS : Généralement reconnu sans risqué
BAL : Bactérie de I’acide lactique

AND : Acide désoxyribonucléique

G+C : Guanine + Cytosine

% : pourcentage

pH : potentiel hydrogéne

EMP : Embden Meyechof Parnas

ED : Entier Doudoroff

ARNTr : Acide Ribosomai nucléque

EPS : Exopoly saccharides

SSP : espéce non conue

E. coli: Escherichia coli

KDa: Kilodalton

PM : Poids Moléculaire

OMS : I’Organisation Mondiale de la Santé



Liste des figures

Figure 01: (a) la forme bacille, (b) la forme cocci des bactéries lactiques observé au

Microscope electronique & tranSMISSION.........uettie et e 03
Figure 02 : Arbre phylogénique des bactéries lactiques ...............cooiviiiiiiiiiiiiiniiiine, 07
Figure 03 :la structure de la NiSINE .........oooiiii i e, 16
Figure 04 : les étapes de la biosynthese des bactériocines circulaires............................ 17

Figure 05: Représentation schématique les génes impliqués dans la biosynthése des
DACTEITIOCINES. ..\ttt e e e e 21

Figure 06 : Principaux mécanismes d’action des bactériocines produites par les bactéries

LT 10 T 00 ] 1 ) 22

Figure 07 : Les différents domaines d’utilisation des bactériocines.................oecevne o 28



Liste des tableaux

Tableau 01 : Les différents genres de bactéries lactiques d’intérét microbiologie des aliments

et leurs principales caraCtEriStIQUES ......ouueurtententtett et et et ettt et erteeeeeieeeenaeanenas 06

Tableau 02 : Utilisations des bactéries lactiques dans la fermentation alimentaire et exemples

des especes PrédOmINANEES ..........c.irintint ittt ettt e ettt et et 10



Table des matieres

Liste des abréviations

Liste des figures

Liste des tableaux

INTrOAUCTION ..o e 01

Synthése bibliographique

1. 1eS baCteries laCtiQUES. ... ...vine ittt 02
1.1. Historique des bactéries 1actique. ........o.oueineiniir it e 02
1.2. Caractéristiques générales des bactéries lactiques..............ccooiiiiiiiiiiiiiiia, 02
L3 HADIAL. ..o 04
1.4. Taxonomie ClasSifICaAtION. ..ottt e 04
1.5. Intérét des bactéries laCtiqUES. ... ..ot e, 07
1.5.1. Dans I’industrie alimentaire...............oooiiiiiiiii i e 08
1.5.2. Dans le domaine therapeutiqUE. ..........c.oriniini e 08
1.5.3. Réles technologiques des bactéries lactiques..............oooviiiiiiiiie, 10
1.6. Propriétés antimicrobiennes des bactéries lactiques................cccoooviiiiiiiiiiiiiinnn, 13
1.6.1. ACIUES OFQANIGUES. ... v ettt ettt et et et e e et et e e e 13
1.6.2. Peroxyde d hydrogene. ........ooiuiiiii i 13
1.6.3. Dioxyde de CarbONe. ..o 14
16,4, DIACEEY L. ..o 14
180, REULBIINE. .. ettt e e e e et e 14
R = - Tod T o1 [ LSS PR PR PRRR 14

2. Bactériocines produites par les bactéries lactiques

2.0, GRNEIAITES. ...t 15
2.2, ClaSSITICALION. .. ...t 15
A T O F- TS PP 15
2.2.1.1. LA SOUS-CIASSE 18, . ... ettt e e e 16
2.2.1.2. LA SOUS-ClaSSE ID. ... . 17
2.2.1.3. LA SOUS-CIASSE IC. . ...ttt e 18
2.2.1.4. LaS0US-ClaSSE Ia. ...t 18
2.2.1.5. LA SOUS-CIASSE 18 ... ..eititie e e 18
2.2.1.6. LA SOUS-ClaSSE IT. ...t 19



2.2.2. 0. LA SOUS-CIASSE 1A .. ettt e, 19

2.2.2.2.La50US-ClasSe 1ID. ... ..o 19
2.2.2.3.LaS0US-CIASSE TIC ....eeieeei e 20
2.2.2.4. LaS0US-ClasSe 1d ..., 20
2.2.2.5. LasoUS-Classe 118 . ..o 20
2.3. Biosynthése des bactériocines et régulation..................ocooiiiiiiii 21
2.4, MEcaniSmes d aCtION ....o.uuiettett ittt e e e e et e e e e 22
2.5, AULO-IMMUNITE L. ..ot e e e 23
2.8, RESISIANCE o 23
2.7. La production et conditionnement des bactériocines..................ccoiiiiiiiiiiiin 24
2.8. Facteurs influencant la production des bactériocines.................ccooviiiiiiiiiinn.n 24
2.8.1. SOUChE DaCErIENNE. ... ..o 24
2.8.2. INFIUENCE U PH. ... e 25
2.8.3. Influence de la temperature. ..........c.ouiiinii e 25
2.8.4. Influence des milieux de CURUIE ..........coiiieiniii e, 25
2.9. Domaines d’appliCations ..........c.ivuiiriiniitiit ettt e 26
2.9.1. Applications alimentaires. ... .....ouir i e 26
2.9.2. Applications MEAICAIES ..........ooiiri i 28
(@70 o Tod (1] o] o H PPN 29

Références bibliographiqUES ...........o.oiriiiii i 30



Introduction




Introduction

Les bactéries lactiques forment un groupe de bactéries bénéfiques pour I’homme. Elles
colonisent différents biotopes microbiens allant du sol et des plantes au systéeme digestif de
I’homme ( Benkerroum , N, et A.Y Tamime, 2004) e. Le point commun qui caractérise ce
groupe est la production d’acide lactique comme produit final du processus de fermentation
de plusieurs substrats carbonés (Carine Dortu, Philippe Thonart (2009). Les bactéries
lactiques présentent un grand intérét dans I'élaboration des produits alimentaires en particulier
les produits laitiers fermentés par des procédés de fermentation lactiques. Elles sont reconnues
comme de bons agents de conservation des produits alimentaires (Abee et al., 1995;
Klaenhammer,1988).

Les bactéries pathogénes sont a [’origine de diverses pathologies et intoxication
alimentaires, c’est pourquoi les antibiotiques ont été utilisés pour les éliminer. Ceci a conduit
a I’émergence du phénoméne d’antibiorésistance menacant la santé publique. Pour faire face a
ce probléme les études sont actuellement orientées vers la recherche de substances entre
autres les bactériocines des bactéries lactiques (Ababsa ahlem(2012).

Les bactéries lactiques assurent non seulement des caractéristiques particulieres
organoleptiques (ardbmes, texture, flaveur, etc...); elles augmentent aussi la durée de
conservation pour une bonne sécurité sanitaire des aliments. Sur le plan hygiénique, les
bactéries lactiques inhibent le développement de la flore indésirable et améliorent la
conservation de 1’aliment, par I’abaissement du pH et la production de plusieurs métabolites

ayant un effet antimicrobien (Gilliland, 1985).

La bio-conservation ou bien la technologie dite «douce» de conservation des aliments
est une conservation naturelle qui préserve les propriétés organoleptiques et nutritionnelles de
I’aliment, par I’utilisation de microorganismes vivants (Galvez et al., 2007; Settanni et
Corsetti, 2008), ceci résulte en une réduction logique du recours aux conservateurs

"chimiques", dont certains ont montré des effets indésirables sur la santé de I’Homme.

Les bactériocines produites par les bactéries lactiques sont des peptides antimicrobiens
de faible poids moléculaire. Elles ont une activité inhibitrice dirigée contre les bactéries
proches de la souche productrice. Leur spectre d'action est genéralement étroit (Settanni, L,
and A Corsetti, 2008). Cependant, la plupart ont une activité contre des pathogenes
alimentaires tels que Listeria monocytogenes. L'application des bactériocines ou des souches
productrices dans les aliments pour y éviter le développement de bactéries pathogénes ou

altérantes a donc éte envisagee (Cotter et al., 2013).
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1. Les bactéries lactiques

Le groupe des bactéries lactiques défini pour la premiere fois par Orla Jensen
(1919), présente un groupe hétérogéne de microorganismes produisant de I’acide lactique
comme produit principal du métabolisme. Elles colonisent de nombreux produits
alimentaires comme les produits laitiers, les viandes, les végétaux et les céréales et font
parties de la flore gastro-intestinale et vaginale humaine ou animale. Elles sont impliquées
dans un grand nombre de fermentations spontanées de produits alimentaires (Pfeiler et
Klaenhammer, 2007).

1.1 . Historique des bactéries lactiques

Les bactéries lactiques ont été retrouvées dans des sédiments datant de 2,75 milliards
d’années bien avant I’apparition d’oxygeéne dans 1’atmosphére, ce qui pourrait expliquer leur
caractére anaérobie. De plus, des études sur la phylogénie bactérienne mentionnent leur

apparition avant celle des cyanobactéries (Belyagoubi, 2014).

De nos jours les bactéries lactiques représentent le deuxiéme plus grand marché de
production de biomasse, aprés les levures. Principalement utilisées dans 1’industrie
alimentaire, pour la production et la fermentation des aliments et aussi dans 1’industrie
chimique pour la production d’acide lactique et bio polymeres et acquiérent, depuis quelque

anneées, un role croissant en santé humaine et animale (Brahimi, 2015).
1.2. Caractéristiques générales des bactéries lactiques

Les bactéries lactiques appelées aussi bactéries de 1’acide lactique (BAL) Axelsson. L.

(1993), possedent les caractéristiques générales suivantes :

Les BAL sont un groupe de bacilles, coques ou coccobacilles a Gram positif (figure 01)
qui ont moins de 55% de contenu G+C dans leur ADN (a I’exception des Bifidobacteries
(Ammour, 2004). Ce sont des cellules procaryotes, hétérotrophes et chimioorganotrophes.
Elles sont immobiles, unicellulaires (donc constituées obligatoirement d’une seule paroi, un
cytoplasme renfermant les acides nucléiques, principalement I’ADN chromosomique et
parfois des plasmides. Le cytoplasme est entouré d’une membrane cytoplasmique (Stiles et

Holzapfel, 1997). Elles sont non sporulées, anaérobies mais aérotolérantes (microaérophiles).
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Figure 01: (a) la forme bacille, (b) la forme cocci des bactéries lactiques observées au
microscope électronique a transmission (Makhloufi, 2011).

Les bactéries lactiques sont généralement mésophiles; certaines sont psychrotolérantes
ou thermotolérantes elles se développent majoritairement a pH 4,0 - 4,5 et certaines sont
encore actives a pH 9,6 ou pH 3,2 (Caplice E., et Fitzgerald G.F,1999)

Les bactéries lactiques ne possédent ni nitrate réductase, ni cytochrome oxydase mais
elles peuvent survivre en présence d’oxygene. L’absence de catalase est caractéristique, mais
certaines especes acquierent cette activité sur des milieux riches en héme (Larpent et al.,
1997 ; Bourgeois et a.l, 1996). Elles sont protéolytiques, ne liquéfient pas la gélatine, et ne
forment plus d’indole ni d’hydrogene sulfureux, ces bactéries sont également incapables de

fermenter le glycérol (Dellaglio et al , 1994; Salminen et al, 2004).

Trois catégories des bactéries lactiques peuvent étre distinguées selon les produits de
fermentation : toutes les bactéries lactiques ont un métabolisme fermentaire strictement
saccharolytique (elles ont la capacité de fermenter les glucides en acide lactique (D (-), L (+)
ou (DL) en utilisant les voies cataboliques d‘Embden Meyerhof Parnas (EMP) ou (ED)
d‘Entner Doudoroff. ) qui, en utilisant les glucides, elles peuvent produire soit de 1‘acide
lactique exclusivement (bactéries homolactiques strictes), soit de 1‘acide lactique et de 1‘acide
acétique (bactéries hétérolactiques facultatives), soit de 1‘acide lactique, de 1‘acide acétique
ou de 1‘éthanol et du CO2 (bactéries hétérolactiques strictes) (Vandamme et al., 1996). En
plus de I’acide lactique et des autres acides organiques qui empéchent le développement des
microorganismes indesirables par diminution du pH du milieu, les bactéries lactiques
produisent d’autres métabolites ayant des propriétés antimicrobiennes tels que le peroxyde

d’hydrogéne, le diacétyl, la reutérine, le dioxyde de carbone et les bactériocines (Dortu et

3
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Thonart, 2009).

Les bactéries lactiques tolerent des pH acides, possedent un métabolisme anaéerobie
strict ou aérotolérant (Hardie et Whiley, 1997). De trop grandes teneurs en oxygéne peuvent
leur étre néfastes en raison de I’absence de chaine respiratoire. La plupart des bactéries
lactiques sont équipées génétiquement pour avoir un métabolisme respiratoire, mais elles sont

incapables de respirer si I’héme, n'est pas présent dans le milieu (Lechardeur etal., 2011).

Enfin, les bactéries lactiques possedent de faibles activités protéolytiques et
lipolytiques et en raison de leur faible capacité biosynthétique, ces bactéries ont des
exigences nutritionnelles complexes pour les acides aminés, les peptides, les vitamines, les

sels, les acides gras et les glucides fermentescibles (Dellaglio et al., 1994).

1.3. Habitat

Le sol, les plantes et, plus tard, I'intestin des animaux herbivores, sont considérés comme
premiéres niches hypothétiques des bactéries lactiques ancétres (Morelli et al., 2012) avant la
transition au tractus gastro-intestinal des mammiferes ainsi que I'appareil génital de la femme
(Bjorkroth et Holzapfel, 2006; Ruiz et al., 2009). Ces bactéries sont ubiquistes et capables
de survivre dans des milieux tres acides (Ikeda et al., 2013) en raison de leur production
d'acide lactique. Elles occupent des niches écologiques extrémement variées et se trouvent

dans divers produits alimentaires (Baliarda, 2003).
1.4. Taxonomie et classification

La systématique est en évolution permanente, il n'y a jamais eu de regles unanimement
reconnue sur la facon dont deux bactéries différentes devraient étre phénotypigquement
classées (Sneath P.H.A. 2001).

Traditionnellement, les bactéries lactiques ont été classée sur la base des propriétés
phénotypiques : la morphologie, le mode de fermentation de glucose, la croissance a
differentes températures, la capacité de croissance a de hautes concentrations de sel (6.5%,
18%), la tolérance aux pH acides, alcalins et a 1’éthanol, la configuration de I'acide lactique
produit a partir de glucose, I’hydrolyse de I’arginine, la formation d’acétoine, la production
des polysaccharides extracellulaires (BOUMEDIENE Karima, 2013) . Les marqueurs
chimiotaxonomiques comme la composition en acides gras et les constituants de la paroi

cellulaire peuvent aussi étre utiles dans la classification (Konig et Frohlich, 2009).
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Orla-Jensen (1919), est le premier, qui a proposeé une classification des bactéries
lactiques. Elle est basée sur les caractéristiques observables telles que les propriétés

morphologiques, biochimiques et physiologiques.

Une autre classification a été donnée par Kandler et Weiss, (1986), en divisant les
bactéries lactiques en trois groupes distincts: homo-fermentaires strictes, hétéro-fermentaires

facultatives et hétéro-fermentaires strictes.

A partir de 1990, une classification qui se base sur le séquencage de I’ARNr 16S a été
proposée, ce dernier a permis d’organiser les genres des bactéries lac tiques dans un arbre

phylogénétique.

L’analyse comparative des séquences d’ARN ribosomal 16S a entrainé des
changements importants dans la taxonomie des bactéries lactiques (Salminen et al., 2004).
Mais aujourd’hui, l'étude comparative des génomes entiers grace aux nouveaux outils de
bioinformatique offrent de nouvelles opportunités intéressantes pour I'étude de ces relations

naturelles et la classification des espéces (Schroeter.J et Kleanhammer.T, 2009).

Selon la seconde édition de Bergey’s manual of systematic bacteriology, les bactéries
lactiques sont classées dans le phylum des Firmicutes, la Classe des Bacilli et 1’Ordre des
Lactobacillales renfermant trente-cing genres répartis en six familles : Aerococcaceae,
Carnobacteriaceae,  Enterococcaceae, Lactobacillaceae, Leuconostocaceae et
Streptococcaceae. Seuls douze genres sont utilisés en technologie alimentaire (Figure 02), il
s’agit de : Aerococcus, Carnobacterium, Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus,
Leuconostoc, Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus, Vagococcus, Tetragenococcus et
Weissella (Tableau 01) (Vandamme et al., 1996).
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Tableau 01: Les différents genres de bactéries lactiques d'intérét en microbiologie des

aliments et leurs principales caractéristiques (Federighi, 2005).

Caractéristiques

principales

Bifidobacterium

Bacille Thermophile ou Homme, produits
Lactobacillus . . - )
mésophile laitiers carnés,
veégétaux
Bacille Psycrotrophe, peu produits laitiers
Carnobacterium ) , , )
acidotolérant carnés, poissons
Coque Thermophile produits laitiers
Streptococcus
thermophilus
Coque Mésophile, produits laitiers,
Lactococcus . R -
croissance a 45°C et végetaux
non a 10°C,
themorésistant
Coque Mésophile, L'intestin de I'hnomme
Enterococcus . i
Halophile et des animaux,
produits laitiers
Coque en tetrade Mésophile, Biere, produits
Pediococcus . . .
Halophile Vvégeétaux, saucissons
Coque en tetrade Mésophile Saumures
Tetragenococcus
Coque Mésophile Produits végétaux,
Leuconostoc e
produits laitiers
Coque Mésophile Vin
Oenococcus
Forme irréguliére Mésophile L'intestin de I'hnomme

et des animaux
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Lb. delbrueckii

Lo Weissella
uconostoc . .
Lb. casei-Pediococcus
Oenococcus
Tetragenococcus Lactococcus
Vagococcus
Enterococcus
Streptococcus
Carnobacterium

Bacillus

Staphylococcus

Aerococcus ~ Listeria

Figure 02: Arbre phylogénique des bactéries lactiques (Axelsson, 2004).

Les distances évolutives sont calculées par comparaison des séquences des ARN16s. La
distance évolutive relative séparant deux genres est la somme des longueurs totales des

branches.

L'appellation bactérie lactique est aussi souvent etendue aux genres Bifidobacterium,
Macrococcus, Brevibacterium et Propionibacterium qui leur sont apparentés et qui sont
également utilisés pour la fabrication de divers produits fermentés (Klaenhammer et al.,
2005; Pfeiler et Klaenhammer, 2007). Ils bénéficient également du statut GRAS (Adams et
Marteau, 1995; Klaenhammer et al., 2005). Quelques espéces du genre Streptococcus,
Enterococcus et certains Lactobacillus sont néanmoins considérées comme des pathogénes
opportunistes pouvant provoquer des maladies (Aguirre et Collins, 1993 ; Konig et Frohlich,
2009).

1.5. Intérét des bactéries lactiques

Les bactéries lactiques jouent un role important que ce soit dans 1I’industrie alimentaire

ou dans le domaine thérapeutique (Moll G.N,et al, 1999).
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1.5.1. Dans I'industrie agro-alimentaire

La fermentation lactique des aliments constitue lI'un des plus anciennes formes de
conservations de la nourriture. Les bacteries lactiques sont utilisees empiriquement depuis des

siecles dans la fabrication de nombreux aliments fermentés comme les produits laitiers.

Les ferments lactiques, contenant une ou plusieurs cultures pures en proportions
définies de différentes bactéries lactiques, sont largement utilisés en agroalimentaire
(Holzapfel, 2002). Les bactéries lactiques interviennent dans de nombreuses transformations
du lait (creme maturée, laits fermentés comme le yaourt, fromages frais et affinés), mais
interviennent également dans la vinification (fermentation mal lactique), la fabrication des
salaisons, la fermentation des végétaux (choucroute et ensilages) et en boulangerie

traditionnelle (Desmazeaud, 1998).

Enfin, certaines bactéries comme Leuconostoc helveticus sont utilisées pour produire
industriellement de l'acide lactiqgue employé comme additif alimentaire (Peneaud 2006).
Ainsi, les souches de Lactobacillus bulgaricus,Sterptococcus thermophilus sont utilisées pour

la production du yaourt ,des fromages et des laits fermentés (Yateem et al., 2008).

Les souches utilisées en industrie alimentaire doivent répondre a certains critéres :
absence de pathogénicité ou activité toxique, capacité d’améliorer les caractéristiques
organoleptiques, capacité de dominance, facilité de culture et de conservation, et maintenance

des propriétés désirables durant le stockage (Marth et Steele, 2001).
1.5.2. Dans le domaine thérapeutique

Les bactéries lactiques, présentes dans le tractus digestif de I’homme et des animaux,
jouent un réle non négligeable sur la santé de leur hote. Incorporées dans les laits fermentés
ou des aliments supplémentés, on leur attribue plusieurs effets thérapeutiques. Les substances
antimicrobiennes qu’elles produisent contrélent la prolifération de pathogenes indésirables

(Corcy et Lepage, 1991).
Parmi leurs roles bénéfiques pour la santé :

e Elles élaborent des enzymes qui viennent en aide au métabolisme de leur hote, plus

particulierement pour les individus déficients en lactase.
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e Leurs propriétés anti-cholestérol interviennent en diminuant le taux de cholestérol
sérique.

e Elles peuvent réduire les chances d’apparition du cancer du colonne éliminant les
substances Pro-carcinogénes et en intervenant sur les enzymes fécales susceptibles de
transformer les Substances pro-carcinogénes en substances carcinogenes.

e Elles interviennent sur la suppression des tumeurs par activation des macrophages.

Les bactéries lactiques apportent des bénéfices a 1’hdte en conférant une balance de la
microflore intestinale, et en jouant également un réle important dans la maturation du systéme
immunitaire (Yateem et al., 2008). Différentes études ont démontré le r6le préventif aussi
bien que curatif de ces bactéries sur plusieurs types de diarrhées (Mkrtchyan et al., 2010).
D’autres ont cité leur capacité de diminuer les allergies liées aux aliments grace a leur

activité protéolytique (EI -Ghaish et al.,2011).

Uehara et al., (2006) ont démontré la capacité des souches de Lactobacillus crispatus,
utilisées sous forme de suppositoires pour empécher la colonisation du vagin par les bactéries
pathogeénes et de prévenir ainsi les rechutes chez les femmes qui souffrent d’inflammations

Fréquentes et répétées de la vessie.

Les BAL sont également retrouvés dans d'autres secteurs d'applications. Ainsi certains
membres de cette famille (les Lactobacilles notamment) sont utilisés comme pro biotiques,
c'est-a-dire comme une préparation microbienne vivante ayant une action bénéfique sur I'hdte
apres ingestion (augmentation de la prise de poids des animaux d'élevage, réductions des
infections...) (BOUGUERRA Asma2012).

Enfin, un secteur d'avenir concerne l'utilisation des BAL comme vecteurs oraux
permettant de délivrer des enzymes digestives ou bien des antigenes vaccinant dans

I'organisme.
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Tableau 02: Utilisations des bactéries lactiques dans la fermentation alimentaire et exemples

des espéces prédominantes (Mckay et Baldwin,1990).

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

Lb. plantarum, P. acidilactici Fermentations de viandes et poissons
Oenococcus oeni , Lb. delbruekii Boissons alcoolisées

Bacteéries lactiques variées Café et cacao

Lb. delbruekii, P. soyae Sauce de Soja

Lb. plantarum Ensilage

Lb. acidophilus Lb. casei Probiotiques

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

Lb. fermentum

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

casei

Lc. lactis subsplactis , Lc. lactis subspcremoris , Lc. lactis subsplatis Produits laitiers fermentés
biovar diacetylactis, Ln . mesenteroides subspcremoris, Ln.lactis, St .
thermiphilus, Lb. delbruekii subsp.bulgaricus , Lb. helveticus, Lb.

casei, Lb. acidophilus

1.5.3. Réles technologiques des bactéries lactiques
a. Activité acidifiante

Les bactéries lactiques possédent de nombreuses propriétés technologiques qui en font
les premiers intervenants dans 1’¢élaboration des aliments fermentés (Stiles et Holzapfel,
1997). La fonction acidifiante constitue la propriété métabolique la plus recherchée des
bactéries lactiques utilisées dans les industries alimentaires. Elle se manifeste par [’hydrolyse
de lactose grace a la béta-galactosidase pour produire le glucose et le galactose. Généralement
le glucose provenant de cette hydrolyse sera fermenté pour produire des composés acides, du
gaz carbonique ou de I’alcool. Cette production de composés acides va entrainer une baisse de

pH. Cette derni¢re peut induire des odeurs et des gouts particuliers. De plus, 1’acidification
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limite les risques de développement de flore pathogene au cours de la croissance (Dib, 2015 ;
Boullouf, 2016)

b. Capacité texturante

Certaines souches de bactéries lactiques ont la capacite de synthétiser des exo
polysaccharides (EPS) qui jouent un réle important dans la texture et la rhéologie des produits
transformés. La présence de ces souches productrices d’EPS dans les produits fermentés
présente un intérét technologique important pour les différentes industries de la fermentation,
notamment laitiére. Elles permettent ainsi d’améliorer la texture (Ricciardi & Clement ,
2000), de diminuer la synérése et d’augmenter la viscosité et 1’onctuosité du produit. Les
EPS ont la capacité de retenir les molécules d’eau et de diminuer la séparation du lactosérum
et des caséines coagulées du lait. Leur présence dans les yaourts améliore leur homogénéité
(Desmazeaud, 1990). La majorité des études portant sur la production d’EPS par les bactéries
lactiques portent sur les genres Lactococcus, Streptococcus, Leuconostoc et Pediococcus
(Ruas et de Los Reyes, 2005; Badel et al., 2011).

Les bactéries lactiques produisent deux types d’EPS: les homo polysaccharides et les hétéro
polysaccharides. Les dextrines et les glucanes produits respectivement par Leuconostoc
mesenteroides et Streptococcus mutans sont des homopolysaccharides de glucose tandis que
les levains produits par Streptococcus salivanus sont des homos-polysaccharides de fructose.
Les hétéro-polysaccharides contenant deux ou plusieurs types d'oses constitutifs forment un
groupe trés hétérogéne de polysaccharides élaborés par différentes bactéries lactiques

thermophiles et mésophiles (Cerning, 1994).
c. Capacité aromatisante

La production de composés aromatiques est liée a ’activité microbienne. Plusieurs
especes de bactéries lactiques, telles que L. lactis ssp. lactis biovar. diacetylactis et
L.mesenteroides ssp. cremoris sont capables de synthétiser, a partir du citrate notamment,
divers composés tels que le diacétyle, 1’acétoine, 1’acétate, principaux composés responsables

de I’arébme des produits laitiers fermentés (Leveau, 1991).

Le diacétyle est le principal composé qui participe a I’arome de trés nombreux produits

laitiers qui est issu du métabolisme du citrate par différentes espéces de bactéries lactiques.

11
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D’autres travaux (Tanous et al., 2005; Tanous et al., 2006) ont montré la capacité de
certaines bactéries lactiques a convertir les acides aminés en molécules aromatiques, ce qui
permet de diversifier les ardmes des produits dans lesquels se développent ces bactéries
(Gripon et Yvon, 1998).

d. Activité protéolytique

Les bactéries lactiques possedent des protéinases et des peptidases nécessaires a la
dégradation des protéines du lait en peptides et acides aminés, ceux-ci peuvent alors étre
transformés en alcools et en acides, Cette activité protéolytique intervient de ce fait dans les

caractéristiques du produit final,

Technologiquement, I’activité protéolytique constitue un caractére trés important qui
fait des bactéries lactique les seuls agents microbiens d’affinage de la majorité des fromages
(Mahi, 2010), De nombreuses protéases sont synthétisées par les bactéries lactiques qui
peuvent étres des amino-peptidases, di peptidases ou tri peptidases, situées au niveau de la

membrane plasmique ou dans le cytoplasme (Bennama, 2012).
e. Activité lipolytique

Les activités lipolytiques jouent un rdéle important dans la formation des substances
aromatiques des produits transformés, bien que parfois, elles soient a I'origine d'altérations.
Cette activité est relativement faible chez les ferments lactiques, l'activité lipasique contribue
a I'élaboration de la flaveur dans les produits laitiers particulierement dans la maturation des
fromages (Diane, 2006 ; Mahamedi, 2015).

La formation d'acides gras libres par lipolyse du lait et en outre la conversion des
produits d'acides gras libres a méthylcétones et thioesters par les activités de lipase et

d’estérase peut affecter directement la saveur globale des produits alimentaires (lIdder,

2014).

Selon Giraffa (2003), les estérases peuvent étre classees arbitrairement comme les
enzymes qui hydrolysent des substrats dans les solutions, tandis que les lipases hydrolysent
des substrats dans des émulsions. L’addition des lipases exogeénes augmente significativement
et rapidement la concentration en acides gras libres des produits fermentés, réduisant de ce
fait la durée de leur maturation mais sans en améliorer systématiquement leur saveur

(Zalacain et al., 1996), tandis que les lipases hydrolysent des substrats dans des émulsions.

12
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L’addition des lipases exogénes augmente significativement et rapidement la concentration en
acides gras libres des produits fermentés, réduisant de ce fait la durée de leur maturation mais
sans en améliorer systématiquement leur saveur (Zalacain et al., 1996).

La plupart des souches lactiques ont de faibles activités lipolytiques et ont de tres faibles
activités estérolytiques, mais dans les fromages avec de longs temps de maturation, elles
peuvent produire des acides et esters gras libres pour modifier les saveurs (Broadbent et
Steele, 2005).

1.6. Propriétés antimicrobiennes des bactéries lactiques

En effet, les bactéries lactiques produisent de nombreux métabolites aux propriétés
antimicrobiennes classé en deux catégories : composée a petite masse moléculaire (LWM=
low moléculaire compound) tels que les acides organiques, le peroxyde d'hydrogéne, diacétyl,
le dioxyde de carbone, et des composees a grand masse moléculaire (HMM : high masse
molécular compound) tel que les bactériocines (Ammor et al., 2006). Ces métabolites jouent
un réle dans la compétitivité des bactéries lactiques, en perturbant ou en inhibant la croissance
des autres microorganismes vivant dans les mémes écosystemes (Imad AL KASSAA. Et al,
2015).

1.6.1. Les acide organiques

L acide lactique, 1’acide acétique et 1’acide propionique, sont produit par les bactéries
lactiques au cours de processus de fermentation alimentaire, leur effets antimicrobiens sont
bien connus a I’heur actuelle. Grace a cette production d’acides organiques, les bactéries
lactiques diminuent le pH du milieu dans lequel elles se multiplient en inhibant une partie de

la flore qui s’y développe.

L’effet antagoniste des acides organiques est attribu¢ a leur forme non dissociée. Cette
forme traverse passivement la membrane des microorganismes et acidifie le cytoplasme par la
libération de protons, ce qui affecte le métabolisme cellulaire en inhibant certaines fonctions

biologiques.
1.6.2. Le peroxyde d'hydrogéne (H202)

Les bactéries lactiques ne produisent pas de catalase typique. Toutefois certaines
bactéries lactiques produisent une pseudocatalase hexamérique ou tétramérique contenant du

manganése pouvant dégrader le peroxyde dhydrogene (H202). Celui-ci inhibe les
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microorganismes dépourvus de catalase par 1’oxydation des lipides membranaires et des

protéines cellulaires, provoquant ainsi leur destruction.
1.6.3. Le dioxyde de carbone (CO3)

Le CO2 se forme durant la fermentation hétérolactique, produisant un environnement
anaérobie inhibant la croissance des microorganismes aérobies. Le CO, peut également
s’accumuler dans la bicouche lipidique et provoquer un dysfonctionnement de la perméabilité

membranaire.
1.6.4. Le diacétyle (CsHsOz)

Certaines bactéries lactiques, notamment celles appartenant aux genres Lactococcus,
Leuconostoc, Lactobacillus et Pediococcus, produisent du diacétyle (C4sHsO2). Ce composé,
qui donne I’aréme du beurre des produits laitiers, présente une activité antagoniste envers les
bactéries a Gram positif et négatif ainsi que certaines levures. Outre ces métabolites, les
bactéries lactiques produisent également des molécules plus élaborées dont I’activité

antimicrobienne a été largement décrite.
1.6.5. La reuterine (3-hydroxypropionaldehyde)

La reuterine (3-hydroxypropionaldehyde) est un produit intermédiaire du métabolisme
du glyceérol par fermentation en condition anaérobie. Cette molécule est produite aussi bien
par certaines especes de Lactobacillus, que par des souches appartenant a des genres non
lactiques comme Bacillus, Klebsiella, Citrobacter, Enterobacter et Clostridium. La reutéine
posséde un tres large spectre d’action. Cette molécule agirait en interférant avec la réplication
de I’ADN. La reuterine est active contre de nombreuses bactéries a Gram positif et 8 Gram

négatif, les eucaryotes, les virus, les champignons et les protozoaires.
1.6.6. Les bactériocines

En dehors de la reuterine, les bactéries lactiques produisent des bactériocines qui sont
des substances de nature protéique excretées dans le milieu extracellulaire et capables
d’inhiber la croissance des bactéries d’altération (Leuconostoc carnosum, Leuconostoc
mesenteroides, Carnobacterium sp. Lactobacillus sp. Pseudomonas sp.) et pathogenes
(Listeria monocytogenes, Campylobacter jejuni, Escherichia coli, Salmonella sp.). Elles
représentent une large gamme de peptides qui varient considérablement du point de vue de

leur poids moleculaire, de leurs propriétés biochimiques, de leur spectre d’activité et de leur
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mode d’action (Klaenhammer, 1988).Ainsi les souches productrices de bactériocines, que
I’on désigne généralement par « souches bactériocinogeénes », peuvent étre utilisées dans des
produits non fermentés en tant que cultures protectrices, de part I’antagonisme qu’elles
présentent vis -a-vis des bactéries constituant un risque sanitaire pour I’homme et 1’animal

et/ou de détérioration des qualités organoleptiques du produit .

Les bactéries lactiques bactériocinogenes appartiennent aux genres Lactobacillus,

Lactococcus, Pediococcus, Carnobacterium, Leuconostoc, Enterococcus et Streptococcus.
2. Bactériocines produites par les bactéries lactiques
2.1. Généralités

Les bactériocines sont un groupe hétérogéne de peptide bioactifs extracellulaires de
nature proteique synthétisés par voie ribosomale. Les bactériocines ont un effet bactéricide ou
bactériostatique sur les espéces de la souche productrice et méme contre certaines especes non
apparentées, il s’agit la colicine V produite par E. coli et active contre d’autres souches d’E.
coli (Gratia, 2015).

Elles sont une activité antagoniste dirigée particulierement contre des espéces a Gram
positif génétiquement apparentées mais aussi contre certaines bactéries pathogénes et / ou

d’altération alimentaire (Gong et al, 2010 ; Verma et al, 2014).
2.2. Classification

Kleanhammer a proposé en 1993 de classer les bactériocines en quatre classes sur la
base de leur séquences primaire en acides aminés, poids moléculaires (KDa), la structure,
stabilité¢ a la chaleur, variations aux pH et aussi par leur spectre et leur mode d’action

(Kleanhammer, 1993 ; Nes et al., 1996 ; Cotter et al., 2005).

2.2.1. Classe | : Peptides synthétisés par voie ribosomique subissant des modifications
post-traductionnelles RiPP (PM*<10 KDa)

Cette classe comprend tous les peptides qui subissent une modification enzymatique
lors de la biosynthese, aboutissant a des molécules avec des acides aminés et des structures
rares qui ont un impact sur leurs propriétés comme pour la lanthionine, les hétérocycles, téte-

a-queue cyclisation et la glycosylation (Alvarez-Sieiro et al, 2016).
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La majorité des RiPP sont produits sous forme de peptides précurseurs linéaires
d’environ 20 a 110 acides aminés avec un peptide de structure en partie central , une séquence
de reconnaissance en extrémité C-terminale et un peptide leader en extrémité N-terminale qui
sert a la reconnaissance par les enzymes et le transporteur membranaire. Ce peptide leader est
fusionné avec le peptide fonctionnel et le garde inactif jusqu’a la maturation (Osbourn et al,

2014 ; Rai et Bai, 2014).
2-2-1- La sous-classe la (lanthipeptides)

Les lanthipeptides tels que la nisine sont des peptides posseédant des acides aminés
inhabituels tels que la lanthionine (Lan® ou la b-méthyle lanthionine (Mélan) (figure 03)
(Ortefa et van der Donk, 2016). Les lanthipeptides subissent des modifications post-
traductionnelles (MPT), et généralement les genes impliqués dans le processus de maturation

sont situés sur le méme opéron (figure 04).

Figure 03 : la structure de la nisine (Lee, 2015).

Un grand nombre de lantibiotiques sont produits par les bactéries lactiques ; parmi eux,
la nisine est la mieux étudiée, li s’agit d’un lantibiotique de type | produit par Lactococcus
lactis (De Vuyst, 1994 ; Ceylan et Mol, 2015). L’opéron responsable de la biosynthése de la

nisine se compose de 11 génes (Zhou et al, 2006)

2.2.2. la sous-classe Ib (Peptide cycliques téte-a-queue)

Les bactériocines cycliques appelées aussi téte-a-queue de 1’anglais <<head-to-tail>>
sont un groupe de RiPP dont les extrémités N et C terminales sont liées par une liaison
peptidique, rendant ainsi la molécule circulaire (figure 05). Les bactériocines circulaires sont

synthétisées sous forme de précurseurs linéaires avec un peptide leader de taille variable (2 a

16



Synthese Bibliographique

350résudus d’acides aminés) qui clivé au cours du processus de maturation, qui comprend
également la cyclisation du peptide et sa sécrétion (Gabrielsen et al, 2014). La biosynthése

des bactériocines circulaires nécessite trois étapes : »€ »

e Le clivage de la séquence leader.
e Lacyclisation.

e L’exportation hors de la cellule.

1. Leader sequence cleavage
Poiritase Cevage betwann A) and AL

. 3. Export
Peptde 4 erpones

pho g pcina~ crete hors de la

2. Orcularization
Horeation of pegnde bond betmees AL and A3

Figure 04 : illustration des trois étapes de la biosynthése des bactériocines circulaires
(Gabrielsen et al, 2014).

2.2.3. La sous-classe Ic (Sactipeptides) :

Appelés également sactibiotiques. Ils possédent une activité anti microbienne et sont des
peptides contenant un pont sulfure-a-carbone (Arnison et al, 2013 ; Mathur et al, 2015). I
parait que jusqu’ici aucun sactipeptide n’a été caractérisé chez les bactéries lactiques, seul
quelques groupes de génes putatifs ont été identifiés in-silico (Murphy et al, 2011). Aucun
récepteur spécifique n’a été identifié pour les sactibiotiques. Les caractéristiques communes

dans les groupes de genes des sactibiotiques sont la présence d’un ou des gene(s) de structure,
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des protéines d’immunité, les transporteurs et les enzymes S-adenosylméthionine contenant la

région conservée typique <4S-4Fe> (Fluhe et al, 2013).
2.2.4. La sous-classe Id (Peptides linéaires contenant de 1’azole'ou 1’azoline'*) :

Les peptides linaires contenant de 1’azole ou 1’azoline sont connus sous le sigle LAP de
I’anglais <<Linear Azoline containing Peptides>>(Arnison et al, 2013). Le LAP produite par
les bacteries lactiques le plus connu est la streptolysine S (Cox et al, 2005). Le mécanisme

d’action des LAP n’est pas encore clair.
2.2.5. La sous-classe le (Glycocines)

Les glycocines sont des bactériocines contenant des résidus glycosyles (Arnison et al,
2013). La Glycocine F produite par lactobacillus plantarum est la premiere Glycocine décrite
chez les bactéries lactiques (Stepper et al, 2011). La Glycocine F est agencée sous forme de
deux hélices alpha maintenues ensemble par des liaisons disulfures (Venugopal et al, 2011).

2.2.6. La sous-classe If (Peptides lassos)

Les peptides lassos sont un groupe de RiPP dont la caractéristique structurale est un
noyau macrolactame N-terminal qui relié a la queue C-terminale résultant en une structure en
lasso unique appelé << nceud de lariat>>. De plus les peptides lasso présentent diverses
activités : antimicrobienne, antivirale ou méme anticancéreuse (Maksimov et al, 2012).
Jusqu’a ce jour, aucun peptide lasso n’a été rapporté chez les bactéries lactiques, mais la
présence de quelques-uns est prédite chez les streptocoques, le premier peptide antimicrobien

lasso caractérisé est la microcine J25 produite par E. coli.
2.2.2. Laclasse Il : Les bactériocines thermostables non modifiées (PM<10KDa)

Ce sont des peptides thermostables non lanthioniques de faible poids moléculaire qui ne
subissent pas modifications post-traductionnelles, ils ne nécessitent pas donc d’enzymes pour
leur maturation autre qu’un peptidase membranaire et/ou un transporteur. Ils ont une taille qui
va de 30a60 acides aminés, et sont habituellement positivement chargés a pH neutre
(Manivasagan et al, 2015 ; Alvarez-Sieiro et al, 2016).

2.2.2.1. La sous-classe lla : bactériocines de type pédiocine-like

Sont un trés grand groupe de petits peptides thermostables (<10 KDa), elle peut étre

considérée comme la sous-classe principale parmi toutes les bactériocines caractérisees chez
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les bactéries lactiques (Kastin, 2013). Ces bactériocines sont cationiques et présentent un
large spectre d’activité et sont particuliérement active contre Listeria (Klaenhammer, 1993 ;
Kjos et al, 2011). Cependant, des études récentes ont indiqué que de nombreuses especes du
genre Enterococcus sont capables de produire des bactériocines de type pédiocine-like qui
sont hétérogénes en structure et différentes dans leurs spectres d’inhibition (Woraprayote et
al, 2016).

2.2.2.2. La sous-classe I1b : bactériocines a deux peptides :

Les bactériocines de cette classe sont composées de deux peptides trés différents, et
I’activité entiére nécessite la présence des deux peptides en quantités a peu pres égales
(Nissen-Meyer et al, 2010). La production des bactériocines de sous-classe I1b est régulée par
un systeme de Quorum Sensing (QS) a trois composantes qui implique une facture
d’induction, une histidine kinase (HK) associée a la membrane et un régulateur de réponse

(RR) (Diep et al, 2003).
2.2.2.3. La sous-classe llc : Bactériocines sans sequence leader

Les bactériocines sans peptide leader sont uniques car elles sont synthétisées sans
peptide leader en partie N-terminale, qui habituellement fonctionne comme une séquence de
reconnaissance pour la sécrétion, la modification et le maintien de la bactériocines sous sa
forme inactive a I’intérieure de la cellule productrice (Liu et al, 2012).L une des bactériocines
sans peptide leader les mieux étudiées et caractérisées est 1’entérocine a deux peptide L50

codée par le plasmide d’E.faecium L50 (Cintas et al, 1998).
2.2.2.4. La sous-classe 11d : Bactériocines a peptide unique non pédiocine-like

La sous —classe Ild est une sous-classe hétérogene de bactériocines linéaires simples,
avec différentes structures et des mécanismes de sécrétion et d’action variés. Parmi les plus
connues, la lacticoccine 972, la lactococcine A et I’entérocine B (Franz et al, 2007 ; Cotter et
al ; 2005). Par exemple : la lactococcine 972 est un peptide thermosensible, résistant aux
variations de pH et actif contre les especes de lactocoques étroitement liées a la souche
productrice (Martinez et al, 1999).

2.2.2.5. La sous-classe lle

Chez les eucaryotes, différentes histones (Richards et al, 2001 ; Birkemo et al, 2003),
ainsi que la lactoferine (Gifford et al, 2005) sont des sources de peptides antimicrobiens de la
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sous classe lle. Ce type de bactériocines comporte les peptides antimicrobiens produits par
une dégradation spécifique de grandes protéines, (Nes et al., 2007). La bactériocine
propionicine F (43 résidus d’acides aminés), provenant de la dégradation d’une grande
protéine (PcfA, constituée de 225 résidus d’acides aminés) de Propionibacterium
freudenriechii est I’une des bactériocines les mieux étudiées de cette sous-classe. Elle est

hydrophobe avec une charge nette négative (Brede et al, 2004).
2.3. Biosynthése des bactériocines et régulation :

Les bactériocines sont généralement synthétisée sous forme de pré-peptides inactifs. Les
génes associés a la biosynthese des bactériocines sous regroupés en opérons. lls sont souvent
associés a des éléments traversable tels que des transposons des plasmides et par fois ont des
systemes de production des bactériocines situés sur des chromosomes (Toenge et
Kleanhammer, 1986).

En générale, les génes impliqué dans les différentes biosyntheses sont situes a
proximité les uns des autres. lls codent pour les protéines suivantes ( Siman & Garbach,
1987) :

e Protéine d’induction, celles qui recoivent un signal de I’induction (externe a la
cellule) et provoque la transcription des genes ce dont pour la biosynthese de la
bactériocine.

e La bactériocine, synthétisé sous forme inactif nécessitant une maturation. Elle
synthétisé en méme temps sa protéine d’immunité permettant a la cellule
productrice de résiste a sa propre bactériocine.

e Protéine de transport de la bactérie a 1’extérieure de la cellule.

e Protéine de maturation, permettant le clivage d’un peptide inactif de la bactérie ou

alors des modifications post-traductionnelle dans le cas des Lantibiotiques.

Dans certains cas, la production des bactériocines dépend de conditions

environnementales (températures, pH, etc) (Dimov et al, 2005).
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inducteur
protéine immunité ABC-
kinase transporteur
P emscre rébactériocine pROfGRIS
reponse P accessoire

Figure 05 : Représentation schématique les génes impliqués dans la biosynthese des
bactériocines. (Equipe de Microbiologie fondamentale et appliquée).

2.4. Mécanisme d’action

Les bactériocines agissent par la formation des pores au niveau des parois des
microorganismes sensibles (Deegan et al, 2006).divers mécanismes ont été proposes pour

décrire I’action bactéricides des bactériocines.

La formation des pores est le mécanisme le mieux décrite; le spectre d’action
relativement faible de certaines bactériocines suggére la présence de récepteurs moléculaires
dans la membrane de la cellule cible, méme si cela n’a pas été décentrée (Van Belkun et
Stiles, 2000).

Quelque bactériocines membres de la classe | (lantibiotiques) tels que la nisine ont un
double mode d’action : elles peuvent se lier au lipide Il, un récepteur universel et la principale
sous-unité du transporteur du peptido glycane du cytoplasme vers la paroi cellulaire, bloguant
ainsi la synthése appropriée de la paroi cellulaire et contribuant a la mort cellulaire , en autre,
la nisine se lie au lipide 11 par deux de ses anneaux amine terminaux formant un complexe de
huit bactériocines lantibiotique et quatre lipide Il (bactériocines = 1lipide Il) pour entier le
processus d’insertion membranaire et de formation des pores ce qui conduit a une mort rapide

de la cellule (Cotter et al., 2005 ; Breukint et De Kruijff, 2006).
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Figure 06 : Principaux mécanismes d’action des bactériocines produites par les

bactéries Gram positif (Fernandez, 2014)

2.5. Auto immunité :

Les souches productrices de bactériocines sont protégées contre 1’action de leurs
propres bactériocines (Chatterjee et al, 2005 ; Zachrouf et Lovitth, 2012). Elles s’en
prémunissent a 1’aide d’une protéine < d’immunité > (Abee et al, 1995 ; Johnsen et al,
2004). Cette derniére est généralement spécifique a chaque souche productrice, mais peut
dans certains cas protéger la souche productrice contre des bactériocines proche de sa propre
bactériocine (Finland et al, 2002 ; Johnsen et al, 2004). Ceci suggére une relation entre deux
notions distinctes : la résistance a la bactériocine et I’'immunité (Ennahar et al, 2000). Le
gene codant pour la production des protéines immunitaires est la plus par du temps co-
transcrit avec le géne de structure de la bactériocine, les deux genes faisant partie du méme
opéron (Finland et al, 2002).

2.6. La résistance

Les phénomenes de résistance des souches sensibles peuvent exister naturellement ou
résulter d’une exposition répétée aux bactériocines. Les mécanismes de résistance des

bactéries sont tres variés. 1ls impliquent des changements structuraux et physiologiques de la
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cellule bactérienne (Galvin et al, 1999 ; Guangshun et al, 2015). lls peuvent étre de deux

ordre:

Le premier mécanisme consiste en une diminution de la perméabilité cellulaire suite a
une modification de la structure de la membrane, les constituants lipidiques de la membrane
jouant un r6le plus ou moins direct dans la fixation des bactériocines sur la surface
membranaire (Mazzotta et al, 1997). La résistance de L. monocytogenes a la nisine a ainsi été
attribuée a des changements de la composition en acides gras membranaires et a des
modifications au niveau de la paroi, mais aucune modification au niveau du lipide II n’a été

détectée (Kraner et al, 2007).

Le second mécanisme de développement de résistance est 1’inactivation de la molécule
active par modification chimique ou dégradation protéolytique du peptide antimicrobien
(Kraus et Peshel, 2006).

Ainsi, la nisinase produite par certaines souches bactériennes inactives la nisine
(Klaenhammer, 1993).

IIs y a des résistances croisées contre des bactériocines de classes différentes sont aussi
possibles, la résistance de L. monocytogenes acquise a la nisine A ou Z (classe 1) augmente
sa résistance a la pédiocine PA-1 et a la divergicine M35, deux bactériocines de classe Ila
(Naghmouchi et al, 2007).

2.7. La production et conditionnement des bactériocines

Les bactériocines sont généralement produites a la phase exponentielle et au début de la
phase stationnaire de croissance. Elles peuvent ensuite etre dégradées par les protéases
produites par la bactérie lactique productrice (Savijoki et al., 2006) ou étre adsorbées a sa
surface, ce qui méne a la baisse de la concentration de bactériocines dans la culture. Il est trés
difficile de conditionner les bactériocines sous une forme purifiée. La purification des
bactériocines est une procédure longue et couteuse qui nécessite la mise en ceuvre de
nombreuses techniques, a savoire une précipitation des protéines au sulfate d’ammonium,
differentes combinaison de chromatographies sur colonne telles que des échanges d’ions ou
des interactions hydrophobes et une étape finale de chromatographie liquide a haute
performance en phase inverse. Ces traitements ne sont pas applicables a I’échelle industrielle.
Les bactériocines semi-purifiées peuvent alors étre conditionnées sous forme seche par

atomisation ou lypholisation par exemple (Parente et al, 1999). La nisine, la seule
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bactériocine légalement approuvée comme additif alimentaire, est commercialisée sous une

forme semi-purifiee.
2.8. Facteurs influengant la production des bactériocines

L’utilisation des bactériocines a 1’échelle industrielle en nécessite de grandes quantités.
Ceci ne peut étre atteint qu’en connaissant et optimisant les facteurs influencant leur
production tels que : la température, le pH, le milieu de culture utilisé, etc. ces conditions de

culture affectent fortement la production de bactériocines.

2.8.1. Souche bactérienne

Une bactériocine donnée peut étre produite par plusieurs souches ou especes (Bhunia et
al, Jack et al, 1995 ; Rodriguez et al, 1995). Ont montré que la production de la nisine et
leuconocine Lecml varient parmi différentes souches alors que la pédiocine AcH montre
moins de variation dans sa production. Dans le cas de la nisine, la différence de production
entre les souches a été attribuée aux taux d’expression et ’activité des enzymes de maturation

et dans une moindre mesure a I’immunité de la nisine (Parente et Ricciardi, 1999).
2.8.2. Influence du pH

La variation du pH du milieu de fermentation peut ralentir ou arréter complétement la
croissance bactérienne. Ainsi le contréle du pH améliore la croissance de bactéries lactiques
et permet aussi d’améliorer la production des bactériocines. Cette derniére est influencée par
le pH de la culture initiale (Cabo et al, 2001) et la chute du pH (différence entre le pH initiale
et le pH finale) généré dans les milieux de culture (Biswas et al, 1991 ; Cabo et al, 2001).
Ainsi que les valeurs de pH final atteintes dans les fermentations (Yang et Ray, 1994 ;
Guerra et Pastrana, 2002). Toutefois, des effets dépendent du milieu de culture et la souche
produisant des bactériocines (Guerra et al, 2001 ; Guerra et Pastrana, 2002).

Le pH optimal de production de bactériocines est souvent de 5,5 a 6,0 (Chinachoti et al,
1997). Quelques bactériocines ne sont produites qu’a faible pH (5,5) (Biswas et al, 1991 ;
Yang et Ray, 1994 ; Barcena et al., 1998).

2.8.3. Influence de la température

La température est un paramétre important dans les fermentations car elle peut

améliorer la croissance bactérienne et raccourcir le temps de fermentation. La croissance a la
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température optimale se traduit généralement par une production optimal de bactériocines
(Chinachoti et al, 1997 ; Lejeune et al, 1998) mais le stress provoqué par la température peut
entrainer une augmentation du rendement en bactériocines (Lejeune et al, 1998). Donc chaque

espece et leur température de croissance pour une meilleure production de bactériocines.
2.8.4. Influence des milieux de culture

La production de bactériocine est egalement fortement dépendante de la composition et
de la concentration du milieu de culture (source hydrates de carbone et d’azote, des cations et
des anions) (Garcia-Almendarez et al, 2002 ; Li et al, 2002 ; Zannini et al, 2005). Puisque
les bactéries lactiques sont des microorganismes exigeants sur le plan nutritionnel, la
croissance et la production de bactériocine sont souvent limitées par des sources d’azote
organiques (Kim et al, 1997).

En générale, les milieux de culture complexes avec de sources d’azote riches sont
optimaux pour I’augmentation de la production d’un grand nombre de bactériocines (Munoz-
Rojas, 2008).

Bien que le glucose soit a meilleure source de carbone pour la production de
bactériocines par les Lactocoques, les Lactobacilles et les pédiocoques il y a d’autres sucres
(saccharose, lactose, xylose) ont été reconnus comme étant une bonne source de carbone
(Ruben et al, 2014).

Les anions (phosphate) et les cations (Mg2+, Ca2+) affectent la production des bactériocines

mais leurs effets peuvent étre spécifiques a I’espéce (Vuyst et Vandamme, 1993).
2.9. Domaines d’applications

Considérées en tant que << GRAS >> (généralement reconnu sans risque ; Generally
Recognizer as safe) et vu leur abondance et leur pouvoir antimicrobien généralement
bactéricide, les bactériocines des bactéries lactiques trouvent leur utilisation dans différents
domaines ou elles empéchent le développement de bactéries pathogéenes et nuisibles (Albano

et al, 2007). Cependant le domaine d’utilisation le plus exploité, est la bio-conservation.
2.9.1. Application alimentaire

Plusieurs travaux ont permis de montrer I’efficacité des bactériocines ou de souches
productrices de bactériocines dans différentes matrices alimentaires. En 1998, Ennahar et al

ont montré que L. monocytogenes, présente dans le fromage Munster, était inhibée par
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I’addition de L. plantarum WHE 92, une souche productrice de pédiocine PA-1. La méme
souche L. monocytgenes a également été inhibée par I’enterocine 81 produite par E. faecium
WHE 81, comme culture de surface au début de la maturation du fromage Munster ont

également empéché le développement de L. monocytogenes.

L’utilisation de la technologie des barriéres Hurdle Technology qui consiste en une
combinaison de bactériocines avec d’autres méthodes de conservation des aliments a donné

des résultats prometteurs:

e Des traitements physiques.

e Un traitement a haute pression hydrostatique combiné a 1’utilisation de bactériocines a
montré d’importants dommages de la membrane cytoplasmique de la population
microbienne cible (Glavez et al, 2007).

e La possibilité des bactériocines de cibler les agents pathogenes a Gram négatif. Ainsi,
que ’application de la nisine avec I’EDTA a inhibée efficacement E. coli, Salmonella
spp et L. monocytogene (Ukuku et al, 2009) et d’autres travaux des applications

alimentaires des bactériocines combinées a d’autres barriéres chimiques ont été réussi
(Milles et al, 2011).

2.9.2. Applications médicales

En 2014, 1’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) a estimé que 25000 déces annuels
en Europe sont attribués a 1’émergence progressive de bactéries multi-résistantes aux
antibiotiques (Tattevin et al, 2014). Compte tenu de I’importance de ce probléme, les
recherches s’intensifient en direction de substances dotées d’activités antibactériennes capable
d’aider a la lutte contre les souches multi-résistantes. Les bactériocines produites par les
bactéries lactiques semblent étre des molécules de choix (Nettles & Barefoot, 1993). Leur
activité antimicrobienne importante in vitro et in vivo, la variété¢ de spectres d’activité
qu’elles offrent, leur faible toxicité, et la capacité de certains probiotiques & en produire in
vivo chez ’homme font que les peptides antimicrobiens peuvent constituer une alternative

aux antibiotiques (Cotter et al, 2013).

Les différents domaines d’application des bactériocines des bactéries lactiques sont

récapitulés dans la figure (07).
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Figure 07 : Les différents domaines des bactériocines des bactéries lactiques.
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Conclusion

Les bactéries lactiques sont utilisées depuis des siecles pour la production de nhombreux
aliments fermentés. Grace a leurs propriétés fermentaires, ainsi qu’a leur capacité de survivre
et de se développer dans diverses conditions environnementales, elles prolongent la durée de
conservation des produits. En outre, les peptides antimicrobiens « bactériocines », produits
par ces bactéries et doués d’activités inhibitrices dirigées notamment contre plusieurs

pathogenes des aliments renforcent cette propriété de bio-conservation.

Les bactériocines sont des peptides antimicrobiens produits par certaines souches de
bactéries lactiques et dont beaucoup ont une activité contre des bactéries pathogenes tels
que L. monocytogenes. Ces bactériocines ont des atouts indéniables pour représenter une
technologie douce de préservation des aliments. Cependant, leur utilisation est soumise a de
nombreuses contraintes. Celles-ci sont liées principalement a la production de la bactériocine
et de la souche productrice et leur conditionnement, au produit a conserver et a la législation

en vigueur pour les bactériocines considérées jusqu'a présent comme des additifs alimentaires.

Les bactériocines se distinguent des antibiotiques par leur production ribosomique et
leurs spectres relativement étroits. Elles possédent des propriétés qui les placent comme
substances sans danger pour ’homme de par leur sensibilité aux protéases du tube digestif et
I’absence de toxicité. La résistance aux traitements thermiques et aux variations de pH (pour
quelques-unes), ’activité bactéricide et I’absence de résistance croisée avec les antibiotiques

font des bactériocines des candidats potentiels pour des applications alimentaires.
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