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Abstract

Abstract

Bacteriocins are antimicrobial peptides produced by bacteria naturally immunized
against their own bacteriocins. The present contribution is an endeavour to the isolation of

bacteriocins from local products characteristic of the region of Naama- Case of Klila and Jben.

To achieve this, an isolation and identification of enterococci; with antimicrobial effect;
isolated from two artisanal cheeses made from ewe's milk, were carried out to prove the
bacteriocinogenic capacity of these enterococci. Subsequently, a purification process was

applied to the pure cultures in order to isolate bacteriocins.

In the third part of the manuscript, different conventional and alternative purification
processes were presented; where ATPS seems to be the most promising alternative primary
purification method. Also, a new scientific approach was presented to overcome the limitations

of the use of bacteriocins in the food industry which is Bacteriocin-nanoconjugates.

In conclusion, suitable methods are crucial for the discovery of new bacteriocins. The
selection of a method depends on the research objective and must take into consideration
whether the presence of a bacteriocin has been confirmed, the quantity and characteristics of

the bioactive substance, sensitivity requirements, and cost.

Keywords: Klila, Jben, Ewe’s milk, Enterococci, Bactériocins.
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Résumé

Résumé

Les bactériocines sont des peptides antimicrobiens produits par des bactéries
naturellement immunisées contre leurs propres bactériocines. La présente contribution est un
essai d’isolement des bactériocines a partir de produits de terroir caractéristique de la région de

Naama- Cas de Klila et Jben.

Pour y parvenir, un isolement et une identification des entérocoques ; ayant un pouvoir
antimicrobien ; isolée a partir des deux fromages artisanaux issus de lait de brebis, ont été mené
pour prouver la capacité bactériocinogénes de ces entérocoques. Ensuit, un processus de

purification a été appliqué sur les cultures pure afin d’isolé des bactériocines.

Dans la troisieme partie du manuscrit, on a présenté les différents processus de
purification conventionnelles et alternatives ; 1a o u I’ATPS semble étre la méthode alternative
de purification primaire la plus prometteuses. Egalement, on a présenté une nouvelle approche
scientifique pour surmonter les limites d’utilisation des bactériocines dans 1’industrie

alimentaire qu’est la nanoconjugaison des bactériocines.

En conclusion, des méthodes appropriées sont cruciales pour la découverte de nouvelles
bactériocines. Le choix d'une méthode dépend de l'objectif de la recherche et on doit prendre
en considération aussi si la présence d'une bactériocine a été confirmée, la quantité et les

caractéristiques de la substance bioactive, les exigences de sensibilité et le codt.

Mots clés : Klila, Jben, Lait de brebis, Entérocoques, Bactériocines.
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Shtroduction CGénérale

Les produits alimentaires les plus anciennement connus par ’homme étaient le
fromage, le pain et la biere. Ce sont des modéles de transformation résultant a la fois
d’activités fermentaires et enzymatiques. Les aliments traditionnels font partie du patrimoine

de chaque peuple (Fox, 2011).

Depuis des siécles, dans les villages les plus reculés du milieu rural, les éleveurs
produisent du lait en abondance pendant les périodes de haute lactation. Faute de moyens de
conservation, ils se trouvent parfois obliges de jeter I’exces du lait (Claps & Morone, 2011).
Pour éviter tout gaspillage, étant donné que le lait est une denrée rapidement périssable,
I’essentiel de la production doit étre transformé (Bencharif, 2001). La méthode de

conservation la plus simple est de le transformer en fromage (Fox, 2011 ; Chamba, 2008).

Nous rencontrons et vivons chaque jour, des recettes, entourées d’un savoir-faire
ancestral transmises de génération en géneration. Le fromage est le groupe le plus important
et diversifié de produits laitiers. 1l utilise environ 35% de la production totale mondiale de

lait et est disponible dans au moins 1000 variétés (Chamba, 2008).

En Algérie, les fromages traditionnels sont peu nombreux, non entiérement
recensés et aussi peu étudiés ; environ dix types de fromage sont connus dans les
différentes régions du pays (Aissaoui et al., 2011). Parmi ces fromages, on rencontre
Bouhezza qui fabriqué dans la région des Chaouia (Nord-est), Takammeérite dans le sud, La
Klila et Jben sont connus dans plus d’une région en Algérie. Ces fromages restent encore
non labellisés, leur fabrication est destinée a I’autoconsommation au niveau familial.
Certains d’entre eux sont plus ou moins commercialisés d’une maniere artisanale (Aissaoui,
2004).

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 1’utilisation de microorganismes vivants (Galvez et al., 2007
; Settanni & 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, ainsi qu’aux traitements thermiques souvent préjudiciables aux propriétés
organoleptiques et nutritionnelles des aliments. La bio-conservation par les bactéries

lactiques est due a leurs capacités a produire plusieurs métabolites antimicrobiens, tels que
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les acides organiques (acide lactique, acide acétique, ...), le peroxyde d’hydrogéne,
I’é¢thanol, le diacétyle, la reutérine, le dioxyde de carbone et les bactériocines
(Klaenhammer, 1988 ; Abee et al., 1995). Ces derniéres, font depuis quelques décennies,

I’objet d’innombrables études notamment dans 1’objectif d’applications alimentaires.

Les bactériocines sont des peptides antimicrobiens synthétisés par voie ribosomique,
produits par des bactéries naturellement immunisées a leurs propres bactériocines (Cotter
etal., 2005 ; Cotter et al., 2013). Elles ont un spectre d’activité plus ou moins large (Cotter
et al., 2005), qui, souvent, inclut des bactéries pathogénes. Certaines bactériocines ont une
activité antimicrobienne qui s’étale jusqu’aux protozoaires, levures, champignons et virus
(Reddy et al., 2004). Leur dégradation par les enzymes protéolytiques, en particulier les
protéases du tractus gastro-intestinal des mammiferes, ainsi que 1’absence de toxicité pour
I’Homme, rendent leur consommation sans danger (Zacharof & Lovittb, 2012). Lespectre
d’activité des bactériocines, leur capacité a inhiber des bactéries pathogenes, leur thermo-
stabilité et leur résistance aux variations de pH, sont les principales caractéristiques qui
doivent étre prises en compte lors de la sélection des souches productrices pour des

applications dans I’industrie agroalimentaire (Galvez et al., 2007).

Notre travail a pour objectif, 1’étude de 1’activité antibactérienne de certaines souches
de bactéries lactiques vis a vis des souches pathogénes. Ces souches ont été isolées de

fromages artisanaux, purifiées et identifiées par des tests biochimiques.

Ce travail comprend trois parties : une partie bibliographique qui résume des
généralités sur les bactéries lactiques et leur activité antibactérienne. Une deuxiéme partie
est consacrée a 1’essai de recherche et mise en évidence de bactériocines produites par les
bactéries lactiques isolées a partir du Jben et de la Klila et une troisiéme partie qui englobe
les différents processus de purification conventionnelles et alternatives utilisé au cours de

ces six dernieres années.
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Ghapitre | . SBactéries Lactigues

Les bactéries lactiques sont un groupe hétérogene de microorganismes produisant de
I’acide lactique comme produit principal du métabolisme. Elles colonisent de nombreux
produits alimentaires comme les produits laitiers, la viande, les végétaux et les céréales et font
partie de la flore intestinale et vaginale humaine ou animale. Elles sont impliquées dans un

grand nombre de fermentations spontanées de produits alimentaires (Stiles et al., 1997).

1. Historique des bactéries lactiques

Les bactéries lactiques ont été utilisées pour la fermentation des aliments depuis plus de
4000 ans, sans les connaitre et sans comprendre la base scientifique de leur utilisation, tout en
essayant de produire des aliments de meilleure conservation et de meilleure qualité (Sallofe,
1994). Ce n’est qu'a la fin du 19éme siécle, que Lister avait isolé la premiére bactérie lactique
qu’il a dénommé alors Bacterium lactis et il s’agissait de Lactococcus lactis selon Axelsson,
(2004). La production de cultures des bactéries et I'emploi des ferments se développent au début
du 20éme siecle (Drider & Prevost, 2009).

2. Définition et caractéristiques des bactéries lactiques

Les bactéries lactiques sont des microorganismes ubiquitaires qui se retrouvent dans
différents types d’habitat (Dellagio et al., 1994 ; Matamoros, 2008). Ce sont des cellules
vivantes, procaryotes, hétérotrophes et chimio-organotrophe constitué de Cocci et de bacilles
(Badis et al., 2005). Elles jouent un r6le important dans de nombreux procédés laitiers et
produisant de I’acide lactique. Elles colonisent de nombreux produits alimentaires comme les
produits laitiers, la viande, les végétaux et les céréales et font partie de la flore qui permet la
fermentation spontanée de produit alimentaires (Stiles et al., 1997). Les principaux genres qui
constituent le groupe des bactéries lactiques sont : Lactobacillus, Corynebacterium,
Streptococcus, Enterococcus, Lactococcus, Pediococcus, Leuconostoc et le genre
Bifidobacterium est actuellement considéré comme un genre de bactéries lactiques (Guteriani,
2007).

3. Identification des bactéries lactiques

3.1. Caracteres morphologiques
Les bactéries lactiques sont des cellules procaryotes, immobiles, non sporulés et
hétérotrophes (Yann, 2003). Elles sont a Gram positif, peuvent avoir des formes coccoides,

coccobacillaires, ou bacillaires (Klein et al., 1998 ; Badis et al., 2005).
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Ghapitre | . SBactéries Lactigues

Figure 1 : Photos de bactéries lactiques Observées au Microscope électronique
[MET] :(a) forme Cocci, (b) forme bacille des bactéries lactiques (Makhloufi, 2011).
[MEB] :(c) Streptococcus thermophilus (barre= 5,00um ; agrandissement 6000 fois.
(d) Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus (barre = 7,49um ; agrandissement 4010 fois,
(Collection/INRA MIMAZ2 /T Meylheuc, 2019).
3.2. Caracteres physiologiques et biochimiques
Les bactéries lactiques ne possedent pas de catalase et possedent un métabolisme
anaérobie strict ou aéro-tolérant (Hardie & Whiley, 1997). De trop grandes teneurs en oxygene
peuvent leur étre néfastes en raison de ’absence de chaine respiratoire. Ces bactéries sont
mésophiles avec une croissance de 10 °C a 40 °C et un optimum entre 25 et 35 °C, mais
certaines sont capables de se développer a 5 °C ou 45 °C, elles supportent des pH de 4 a 8
(exceptionnellement de pH 3.2 a 9.6), il s’agit d’un groupe de bactéries a Gram-positif sous
forme Cocci ou batonnet (Ratisbonne, 2009).
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 et al., 2011). L'heme est un cofacteur indispensable au cytochrome C-

oxydase le dernier accepteur d’électrons de la chaine respiratoire.
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Elles sont chimiotrophes et ont un métabolisme fermentaire strictement
saccharolytiques, c’est a dire elles trouvent I'énergie nécessaire a partir d’une réaction de
I’oxydation des sucres (Meziani, 2011).

La conversion des sucres en acide lactique utilise deux voies :

- La voie homofermentaire ou glycolyse qui donne deux molécules de lactate par
molécules de glucose.

- La voie hétérofermentaire ou voie des pentoses phosphates donnant un lactate, un

acétate et une molécule de CO; par molécule de glucose (Savadogo, 2004).

3.3. Caracteres immunologiques

Les bactéries lactiques peuvent étre sensibles a leurs propres substances de défense
comme la bactériocine, elles se prémunissent a l'aide d'une protéine qualifiée « d’immunité »
(Abee et al., 1995).

C’est une lipoprotéine d’immunité codée par le géne Lanl : Cette protéine s’attache a la
surface externe de la membrane et interagit avec la bactériocine afin d’empécher son insertion
dans la membrane et ainsi former des pores. La structure de ces protéines est tres variable
(Dortu, 2008 ; Mameche, 2008).

4. Taxonomie et classification des bactéries lactiques

La classification phénotypique des bactéries lactiques est largement basée sur la
morphologie, le mode de fermentation de glucose, la croissance a différentes 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 'acide lactique produit a partir de glucose,
I’hydrolyse de I’arginine, la formation d’acétoine, etc. Les marqueurs chimio-taxonomiques
comme la composition en acides gras et les constituants de la paroi cellulaire peuvent aussi étre
utiles dans la classification (Kénig & Frohlich, 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,
Carynobacteriaceae,  Enterococcaceae, Lactobacillaceae, = Leuconostocaceae et
Streptococcaceae (Vos et al., 2009).

Seuls douze genres sont utilisés en technologie alimentaire, il s’agit de : Aerococcus,
Carnobacterium, Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Oenococcus,
Pediococcus, Streptococcus, Vagococcus, Tetragenococcus et Weissella (Vandamme et al.,
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1996). Alors que seulement cing genres répondent aux caractéristiques générales d’une bactérie
lactique typique Aerococcus, Lactobacillus, Streptococcus, Leuconostoc et Pediococcus
(Salminen et al., 2004).

Oenococcus

Streptococcus
Leuconastoc
Lactococcus
Enterococcus,
Melissococcus,
Tetragenococcus Weissella

Vagococcus

Carmobacterium .
Lactobacillus

Lactospheara —

Aerococciuis Alloicocciis

Dalasigranulum

10%

Bifidobacterium

Propionobacterium

Figure 2 : Arbre consensus, base sur [’analyse comparative des séquences ARNF,
montrant les principaux groupes phylogénétiques de bactéries lactiques a faible %
G+C et les genres Gram positifs non reliés Bifidobacterium et Propionibacterium

(Holzapfel et al., 2001).

Rage | 8



Ghapitre | . SBactéries Lactigues

5. Intéréts technologiques des bactéries lactiques

5.1. Application industrielle des bactéries lactiques

Les bactéries lactiques sont impliquées dans la fermentation et la bioconservation de
différents aliments. Ainsi, les souches de Lactobacillus bulgaricus, Streptococcus
thermophilus sont utilisées pour la production du yaourt, des fromages et des laits fermentés
(Yateem et al., 2008). Le vin, les poissons, les viandes, les charcuteries, le pain au levain entre
autres sont aussi des produits de fermentation par des bactéries lactiques (Badis et al., 2005).
L’utilisation de ces dernieres a pour but I’amélioration des caractéristiques organoleptiques des
produits fermentés et 1’augmentation de leur durée de conservation sans I’utilisation de
conservateurs chimiques grace aux substances antimicrobiennes qu’elles secrétent (Dortu &
Thonart, 2009). 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 & Steele, 2001).

5.2.Activité acidifiante
La fonction acidifiante constitue la propriété metabolique la plus recherchée des
bactéries lactiques utilisées dans les industries alimentaires. Elle se manifeste par la production

de I’acide lactique a partir de la fermentation des hydrates de carbone au cours de la croissance

bactérienne (Mayra-Mékinen & Bigret, 2004 ; Monnet et al., 2008).

5.3.Pouvoir lipolytique

Les propriétés lipolytiques sont généralement faibles chez les bactéries lactiques, les
lactocoques sont considérés comme plus lipolytiques que Streptococcus thermophilus et les
lactobacilles. Elles peuvent cependant présenter un intérét pour certaines applications
fromagéres (Béal et al., 2008). D’une manicére générale on distingue les estérases qui
hydrolysent de facon préférentielle les esters formés avec les acides gras a chaine courte (C2-
C8) et les lipases qui sont actives sur des substrats émulsifiés contenant des acides gras a chaine
longue (>C8), ces enzymes sont impliquées dans I'hydrolyse de mono, di, et triglycérides (Béal
et al., 2008 ; Serhan et al., 2009).
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5.4. Activité protéolytique

Les bactéries lactiques possedent des protéinases, et des peptidases nécessaires a la
dégradation des protéines du lait en peptides et en acides aminés. Ceux-ci peuvent alors étre
transformés en alcools et en acides. Cette activité protéolytique intervient de se fait sur le
rendement fromager, la texture et la saveur typique du fromage et par conséquent sur les

caracteéristiques du produit final (Schirch et al., 1985).

5.5. Activité aromatisante

La production de composés aromatiques est liée a I’activité microbienne. Plusieurs
espéces de bactéries lactiques, telles que L. lactis sp lactis biovar diacetylactis et L.
mesenteroides sp cremoris sont capables de synthétiser, a partir du citrate notamment, divers
composés tels que le diacétyle, I’acétoine, I’acétate, principaux composés responsables de
I’ardbme des produits laitiers fermentés (Leveau & Bouix., 1993).

D’autres travaux ont montré la capacité de certaines bactéries lactiques a convertir les
acides aminés en molécules aromatiques, ce qui permet de diversifier les arébmes des produits

dans lesquels se developpent ces bactéries (Tanous et al., 2005 ; Tanous et al., 2006).

5.6.Activité antimicrobienne

On reconnait depuis longtemps, aux bactéries lactiques, la propriété de produire des
substances antimicrobiennes leur permettant de se développer préférentiellement dans divers
écosystémes. L’activité antagoniste des bactéries lactiques est due aux métabolites excrétes :
I’acide lactique et autre acide organique, peroxyde d’hydrogene, diacétyle, et les bactériocines
(Leveau et al., 1991, Klaenhammer et al., 1994). Nous nous étalerons de maniére plus

explicite sur cette partie dans le chapitre suivant.
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Chapitre W . Activités antimicrobiennes des bactéries lactiques

1. Phénomeéne d’antagonisme
Le phénomene d’antagonisme est considéré comme des interactions néfastes entre les
microorganismes, on parlera alors de phénoméne d’inhibitions (Djidel, 2007 ; Tabak &

Bensoltane, 2012).

Comme évoqué précédemment, l'effet antagoniste des bactéries lactiques est
principalement lié a la compétition pour les sources nutritionnelles, cet effet se traduit par la
production de différentes substances de bas poids moléculaire tel que le diacétyle, dioxyde de
Carbonne, le peroxyde d'hydrogéne, des bactériocines et les différents acides organiques qui

limitent la croissance de certains germes pathogenes (Kermanshahi & Qamsari, 2015).

2. Production de metabolites inhibiteurs
Les propriétés antimicrobiennes des bactéries lactiques peuvent étre associées a de
nombreux ¢léments, elles résultent de I’effet combiné de différents facteurs biologiques

provenant de leurs activités métaboliques (Smaoui, 2010).
2.1.Acides organiques

Qu’elles soient homofermentaires ou hétérofermentaire, les bactéries lactiques
produisent différents types d’acides organiques. Grace a cette production, le pH du milieu dans
lequel les bactéries lactiques se multiplient diminue, permettant ainsi I’inhibition d’une partie
de la flore qui s’y développe et qui pourrait étre indésirable dans 1’aliment sur le plan hygiénique

(Hammi, 2016).

2.2.Peroxyde d’hydrogéne

La catalase, enzyme nécessaire a la dégradation du peroxyde d’hydrogéne en oxygene
et en eau, est absente chez les bactéries lactiques. Il en résulte une accumulation de ce composé
qui peut étre inhibiteur de différents micro-organismes. En effet, son action peut se manifester
aussi bien sur les germes indésirables que sur ceux indispensables au bon déroulement de la
fermentation. L’inhibition, se fait par I’oxydation des lipides membranaires des souches cibles

et/ou par la destruction des structures protéiques cellulaires (Zalan et al., 2005).

Certaines bactéries lactiques synthétisent la catalase hexameérique ou tétramérigque, on
parle de pseudocatalases. Celles-ci contiennent du manganese, ce qui permet de protéger ces

bactéries contre leur propre peroxyde d’hydrogene (Strus et al., 2006).
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2.3. Dioxyde de carbone

Il est formé essentiellement, au cours de la fermentation hétérolactique. En créant un
environnement anaérobie, il inhibe les microorganismes aérobies. Son accumulation dans la
bicouche lipidique peut causer un dysfonctionnement de la perméabilité membranaire (Ammor
et al., 2006).

2.4. Diaceétyl

Le diacétyl est un composé aromatique essentiel. Plusieurs bactéries des genres
Lactococcus, Leuconostoc, Lactobacillus et Pediococcus, peuvent le synthétiser (Leveau et
al., 1991). Sa capacité inhibitrice se manifeste vis-a-vis des levures, des bactéries a Gram
négatif, les bactéries a Gram positif non lactiques sont quant a elles moins sensibles (El-Ziney
et al., 1998).

2.5. Reutérine

La reutérine (ou 3-hydroxypropionaldehyde) est un métabolite intermédiaire qui
possede un effet antimicrobien. Il est produit lors de la fermentation anaérobique du glycérol
par certaines especes de Lactobacillus ainsi que par d’autres genres bactériens non lactiques
tels que Bacillus, Klebsiella, Citrobacter, Enterobacter et Clostridium (El-Ziney et al., 1998).
La reutérine possede un large spectre d’activité et a des applications aussi bien dans le domaine
médical que dans le domaine alimentaire (Vollenweider, 2004). Elle interfére avec la
réplication de I’ADN chez les procaryotes (Gram positif ou Gram négatif), les eucaryotes, les

virus, les champignons et les protozoaires.

2.6. Bactériocine

Les bactériocines sont communément appelées peptides antimicrobiens de synthése
ribosomique qui affichent généralement un degré élevé de spécificité de cible contre les souches
de bactéries étroitement apparentées et / ou large gamme activité antimicrobienne. En général,
diverses bactéries a Gram positif sont capables de produire des bactériocines. Pourtant, les
bactériocines des bactéries lactiques (LAB) sont tres étudiées en raison du fait que la plupart
des LAB productrices de bactériocine sont isolés a partir des aliments et sont considérés comme
des bactéries GRAS. LAB bactériocines devraient également étre en sécurité (Deegan et al.,
2006 ; Zendo, 2013). LAB bactériocines présentent des caractéristiques propres a étre utilisés
comme agents de conservation des aliments. Les peptides présentent une activité
antimicrobienne a une concentration aussi faible que picomolaire a nanomolaire. En plus d'étre
non toxique, les LAB bactériocines peuvent étre digérées par des protéases, ayant ainsi peu, ou

pas d’influence sur le microbiote intestinal. Les peptides sont des métabolites primaires avec
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de simples mécanismes biosynthétiques ; ainsi, leur activité antimicrobienne et spécifique peut
facilement étre améliorée grace a la génié génétique (Cleveland et al., 2001 ; Deegan et al.,
2006 ; Gélvez et al., 2007 ; Perez et al., 2014 ; Zendo, 2013).

2.6.1. Classification des Bactériocines

Les bactériocines de bactéries lactiques ont été classées par Klaenhammer, (1993) en
4 classes sur la base des caractéristiques communes, notamment structurelles. La plupart des
bactériocines isolées ces derniers années appartiennent aux classes | ou Il (Batdorj et al.,
2006).

Classe | : RIPPS (< de 5 kDa) Cette classe comprend tous les peptides qui subissent une
modification enzymatique pendant la biosynthése, qui fournit des molécules avec des acides
aminés rares et des structures qui influent sur leurs propriétés (par exemple, lanthionine,
hétérocycles, cyclisation téte-a-queue, glycosylation). Ils sont constitués d'un peptide leader qui
sert a la reconnaissance d’enzyme, le transport, et en maintenant le peptide inactif, qui est
fusionne a un peptide de noyau (Arnison et al., 2013). Les signatures clés pour une définition
appropriée et systématique de nouveaux membres de cette classe ont été récemment suggéré
(Alvarez-Sieiro et al., 2016). Sur la base des caractéristiques structurelles et le mode d'action,

les lantibiotiques ont été subdivises en deux sous-groupes : A et B.

sLantibiotiques de Type A inhibent les cellules sensibles par dépolarisation de la
membrane cytoplasmique (Van Belkum et al., 1989). Ces bactériocines sont de taille
plus grande que les lantibiotiques de type B et varie entre 21 et 38 acides aminés. Elles
sont les plus étudiées des bactériocines des bactéries a Gram positif (Gross & Morell,
1971).

eLantibiotiques de type B sont de structure secondaire plus globulaire et de taille ne
dépassant pas les 19 acides aminés. Les lantibiotiques type B fonctionnent par inhibition
de I'enzyme. Par exemple, la mersacidine, qui interfére avec la biosynthése de la paroi
cellulaire (Brotz et al., 1995). L'autre lantibiotique bien étudié, la lacticine 3147,
consiste en deux peptides qui affichent une activité antimicrobienne synergique (Ryan
et al., 1998 ; Wiedemann et al., 2006).

Classe 11 : A la différence de classe I, bactériocine de classe I comprend un tres grand groupe
de petits peptides (<10 kDa) stables a la chaleur, qui ne subissent pas de modification post-

traductionnelle (Perez et al., 2014).
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Classe IIa ou bactériocines pédiocine peuvent étre considérés comme le principale sous-
groupe parmi tous les bactériocines caractérisés LAB. Ces bactériocines sont cationiques
et affichent une activité anti Listeria. Toutefois, des rapports récents ont indiqué que de
nombreuses especes du genre Enterococcus sont capables de produire des bactériocines
de type pédiocine qui sont hétérogénes dans la structure et différent dans leurs spectres
d'inhibition (Weerapong et al., 2016).

 Classe IIb : Les bactériocines de classe Ilb ou a deux peptides, comme leur nom
I'indique, se composent de deux peptides individus différents qui nécessitent un rapport
peptidique égal de chaque peptide pour exercer une activité antimicrobienne optimal
(Garneau et al., 2002), tandis que chaque peptide présente une tres faible activité
lorsqu'il testé individuellement. La Lactococcine G et la lactacine F produites par
Lactococcus lactis et Lactobacillus johnsonii sont parmis les quinze premiers des
bactériocines a deux peptides qui ont été signaler avec un spectre étroit d'inhibition contre
Clostridium, Enterococcus faecalis et lactobacillus. Les systemes a deux peptides les
mieux caractérises sont les plantaricines EF / JK et la plantaricine S produites par
Lactobacillus plantarum C11 et Lactobacillus plantarum CO10, respectivement
(Anderssen et al., 1998 ; Jimenez-Diaz et al., 1995).

*Classe Ilc : cette sous classe a été dedie aux bactériocines qui sont secrétées via la voie
de sécrétion Sec et dont les extrémités N- et C-terminales sont reliées de maniére
covalente (Nes et al., 2007). L’entérocine AS-48 produite par Enterococcus faecalis ssp.
liquefaciens est la plus étudiée de ce groupe (Diep et al., 1995 ; Bastos et al., 2009). Une
recherche génétique par PCR indique que les genes codant pour cette bactériocine sont
abondants chez les entérocoques (Joosten et al., 1997). Cette bactériocine agit non
seulement sur un grand nombre des bactéries a Gram positif mais également sur certaines

bactéries a Gram négatif (Galvez et al., 1989).

*Classe IId « linéaires et non pédiocine-like » est un groupe hétérogene de
bactériocines peptides linéaires simples non reliés avec des différentes structures,
mécanismes de sécrétion, et modes d'action tels que lactococcine 972, lactococcine A, B
et enterocin (Franz et al., 2007). Lactococcine 972 est un peptide a pH stable, sensible a
la chaleur, active contre les especes des lactocoques étroitement apparentées (Martinez
et al., 1999).

*Classe lle : Glycocins sont des bactériocines contenant des résidus glycosylée (s)
(Arnison et al., 2013). Glycocin F de Lactobacillus plantarum a été le premier Glycocin
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décrit dans LAB (Stepper et al., 2011). Glycocin F est agencé sous forme de deux hélices
alpha maintenues ensemble par des liaisons disulfure (Venugopal et al., 2011). Il possede
une N-acétylglucosamine B- O-lié a la sérine et une N-acetylhexosamine S-lié a la C-
terminal de cystéine, un type de glycosylation trés peu fréquents (Alvarez-Sieiro et al.,
2016). On sait peu sur le mécanisme d'action de Glycocins. Le O-lié N-acétylglucosamine
peut interagir de maniere reversible avec des cellules cibles (Stepper et al., 2011). En
dehors de Glycocin F, Enterocine F4-9 de Enterococcus faecium a également été décrit
(Maky et al., 2015).

Classe 111 : Protéines de taille supérieure a 30 kDa et sensibles a la chaleur. La structure et le
mode d’action de ces bactériocines different completement des autres bactériocines produites
par les bactéries lactiques. Cette classe ne contient que quatre bactériocines : I’helveticin J
produite par Lactobacillus helveticus A, I’enterolysin A produite par Enterococcus faecium,
la zoocin A produite par Spreptococcus zooepidemicus et la millericin B produite par

Streptococcus milleri (Nilsen et al., 2003 ; Papagianni, 2003 ; Nigutova et al., 2007).

Classe 1V : se caractérisent par ’incorporation de groupes tels que des glucides ou des lipides
dans la molécules active. On sait peu sur la structure et la fonction de cette classe, quelques
exemples comprennent la leuconocine S (Bruno & Montville,1993) et la lactocine 27 (Upreti
& Hinsdill,1975).

2.6.2. Biosynthese des bactériocines et régulation

La synthése des bactériocines est associée a la croissance : elle se déroule pendant toute
la phase de croissance et s’arréte a la fin de la phase exponentielle (Parente et al., 1997 ;
Lejeune et al., 1998). Le mécanisme de biosynthése des bactériocines est relativement simple,
car les peptides antibactériens sont des métabolites primaires (codés par le géne et synthétisés
par le ribosome) alors que les antibiotiques classiques sont des métabolites secondaires
(Rodney et al., 2015).

Différentes protéines sont impliquées dans la production des bactériocines et sa
régulation. Les bactériocines sont produites sous forme d’un prépeptide non-biologiquement
actif qui subira des modifications post-traductionnelles pour aboutir au peptide actif. Cette
production est souvent régulée par un systéme de Quorum Sensing, un mécanisme permettant
a certains génes d’étre exprimés en fonction de la densité de la population bactérienne (Dortu

& Thonart, 2009).
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Tableau 1 : LAB bactériocines et leurs especes productrices signalées
(Weerapong et al., 2016).

Especes de producteurs Nombre de bactériocines rapporté dans chaque classe

| lla Ilb llc [Ild Non-classifie Total

Carnobacterium divergens - - - - - 2 2

w

Carnobacterium maltaromaticum - 1 - 2

Carnobacterium piscicola - - 1

1
o]
1

Enterococcus avium - -

- 1
1

Enterococcus durans -

Enterococcus faecalis 3

N

Enterococcus faecium -

N[N !
WIN|!

Enterococcus mundtii -

Enterococcus sp. -

Lactobacillus acidophilus -

Lactobacillus amylovorus - - - - -

Lactobacillus casei - - - - _

Lactobacillus crispatus - - - - -

1
1
1
1
Wik R[N ]

Lactobacillus curvatus - - - - -

Lactobacillus gasseri - - 1 -

Lactobacillus helveticus - - - - -

Lactobacillus paracasei - - - - -

Lactobacillus pentosus - - - - -

\‘

Lactobacillus plantarum -

Lactobacillus sake -

N 1
1

Lactobacillus sakei -

1
1
- 1

Lactococcus garvieae -

1
S
1
1
O N e s )

[EEN
N

1
Ul

Lactococcus lactis 6

[EEN
1

Lactococcus sp. - - -

Leuconostoc carnosum - - - - -

Leuconostoc gelidum - - - - -

NN

Leuconostoc mesenteroides -

Leuconostoc pseudomesenteroides

1
W

1

1

1

Pediococcus acidilactici

Pediococcus pentosaceus

- 1
1
1
1
1

Streptococcus bovis

1

1

1

1
LN

Streptococcus cremoris

Streptococcus macedonicus

1
N
1
1
[EEN

Streptococcus mutans

Streptococcus pyogenes

Streptococcus rattus

WN N O
1
1
1
1

Streptococcus salivarius

1
LI |
I\)I
T
1
N =

Streptococcus thermophilus

[EEN

[EEN
1

[EEN
1

Streptococcus uberis

Weissella cibaria - - - - -

Weissella hellenica - - - - 3

I—‘@l\)(A)-h-hwl\J@I—‘l—‘l\J-b-bmeNl—‘Bw@wl—‘l—‘hNI—‘OOI—‘T\JI—‘(DI—‘-PI\)I—‘I—‘I—‘(D

Weissella paramescenteroides - - - - -

QO L WN !

Total 25 28 17 14 15 6 185
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e Géne de structure code pour la pré-probactériocine, contenant un N-terminal reconnues par
les transporteurs ABC pour le traitement de la séquence leader et sécrétion de la bactériocine
mature dans le milieu extracellulaire.

e Géne d'immunité, code de petites protéines, avec des tailles d'environ 51 a 154 acides aminés,
qui protegent la souche productrice de la bactériocine elle-méme.

e Génes codant pour des protéines responsables du traitement, du transport et de la sécrétion de
la pré-probactériocine.

e Génes codant pour les enzymes responsables des modifications post-traductionnelles de la
probactériocine.

e Génes codant des composants impliques dans la régulation de la synthese (Lafuenterincon
et al., 2016).

Ces genes associés a la biosynthese des bactériocines sont regroupés en opérons. Ils sont
souvent associés a des éléments transferables tels que des transposons et des plasmides.
Toutefois, plusieurs bactériocines ont des systémes de production situes sur des chromosomes,
c’est le cas par exemple de I’helvéticine J (Joerger & Klaenhammer, 1986) de I’entérocine
A, de la divercine V41, de la sakacine P, de la carnobactériocine B2, de la carnobactériocine
BM1 et de la nisine (Aymerich et al., 1996).

Les bactériocines sont synthétisées sous forme de peptides précurseurs biologiqguement
inactifs qui contiennent des peptides leader N-terminal fixés aux pro-peptides C-terminal. Ces
peptides inactifs (peptide leader) seront soumis a des processus enzymatiques pour donner des
bactériocines actives (Klaenhammer, 1993 ; Diep & Nes, 2002 ; Riley & Wertz, 2002).

Les principales voies de biosynthese des bactériocines de classe | (lantibiotiques)
peuvent étre décrites en utilisant la voie suivie par la nisine bien connue, bien gu'il existe de
légeres différences pour les non-lantibiotiques bactériocines car elles n'ont pas besoin
d'incorporation d'acides aminés inhabituels. (1) Le gene nisA est traduit au pré-nisine A peptide
; (2) La pre-nisine A est convertie en nisine A précurseur par les produits du Génes nisB et
nisC. Plusieurs ponts disulfures sont réalisés et certains acides aminés sont convertis en insolites
: (3) Le précurseur nisine A est exporté hors de la cellule a I'aide du nisT et du nisP tandis que
le peptide leader est simultanément clivé pour obtenir la nisine A (Dimov et al., 2005).
L'expression de la bactériocine est régulée soit par des facteurs d'induction externes,
généralement sécrétés par la souche productrice elle-méme, soit constitutive tandis que la
biosynthése des bactériocines dépend des conditions environnementales telles que la
température et pH (Dimov et al., 2005 ; Guinane et al., 2015).
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Figure 3 : Regulation de la production, modifications post-traductionnelles et auto-
immunité de la nisine (Patton et al., 2005).

[Le substrat NisA est le prépeptide non biologiquement actif qui sera déshydraté par NisB et cyclisé par NisC
avant sa translocation par I’ABC transporteur NisT et le clivage de la séquence signal par la protéase NisP. Ces
modifications conduiront au peptide biologiquement actif. La nisine interagira avec I’histidine kinase NisK, ce
qui induira la phosphorylation du régulateur de réponse NisR et [’activation de la transcription des génes
nécessaires a la production de la nisine. La protection de la cellule vis-a-vis de la nisine est réalisée par deux
mécanismes : la lipoprotéine d'immunité Nisl et I’ABC transporteur formé par NisG, NisE et NisF].

Les bactériocines de classe Il telles que la plantaricine de Lactobacillus plantarum,
peuvent étre soit chromosomiques ou codé par un plasmide. La plantaricine 423 est codee par
un plasmide, tandis que la plantaricine ST31 est chromosomiquement encodé. Cependant,
lorsque plusieurs bactériocines sont produites, les bactériocines peuvent étre encodé a la fois
plasmidiquement et chromosomiquement. Les genes codant pour la production de bactériocine
de classe 1l sont organisés en opérons et consistent normalement en un gene structurel codant
pour le prépeptide et géne d'immunité, gene transporteur ABC pour la translocation a travers la
membrane et accessoire de gene de protéine pour exporter la bactériocine. Parfois, des genes
régulateurs sont également présents (Todorov, 2009). La majorité des bactériocines de classe
Il sont biosynthétisées sous forme de prépeptide inactif portant peptide leader N-terminal et un
site distinct de traitement protéolytique a double glycine. Cependant, le premier et le plus
étudiée représentative de cette classe est la pédiocine PA-1. Le groupe de génes de pédiocine
PA-1, comme la plupart des bactériocines lla, est codé par un plasmide (Ennahar et al., 1999).

L'opéron de la pédiocine PA-1 contient quatre géenes, a savoir la structure gene pedA ; le
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déterminant de l'immunité pedB ; et pedC et pedD qui codent un transporteur ABC et

I'accessoire protéine. L'opéron produit deux différents transcrits ; le plus petit et le plus

abondant correspond aux genes pedABC, tandis que le deuxiéme transcrit est plus grand et
couvre le pdABCD (Nissen-Meyer et al., 2009 ; Cui et al., 2012). Le peptide leader sert de

reconnaissance signal pour le

traitement et la sécrétion de la bactériocine par un transporteur

ABC dédié. Dans quelques cas, la bactériocine est sécrétée par le systéeme de translocation (De

Kwaadsteniet et al., 2006).
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Figure 4 : Organisation des déterminants géenétiques impliqués dans la synthése des
bactériocines d’apres Skaugen et al., (2003), Drider et al., (2006) et Franz et al.,

(2007).
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2.6.3. Immunité

Les souches productrices de bactériocine se protegent de I'action hostile de leur propre
bactériocine en produisant des protéines d'immunité spécifiques. Les génes codant pour ces
protéines sont a proximité génétique étroite aux genes de structure et de traitement de
bactériocine (Todorov, 2009). Le géne codant pour la production des protéines immunitaires
est la plupart du temps co-transcrit avec le géne de structure de la bactériocine, les deux genes
faisant partie du méme opéron (Fimland et al., 2002). Le Lan | et le Lan EFG (transporteur
ABC a plusieurs composants) ont été décrits pour LAB. La protéine Lan I, en particulier,
confere une immunité aux cellules productrices en empéchant la formation de pores par les
molécules de bactériocine qui ont inséré dans la membrane en les repoussant, gardant ainsi la
concentration de bactériocine dans la membrane sous contrdle (Todorov, 2009 ; Zacharof &
Lovitt, 2012).

D’autres auteurs (Abee et al., 1995 ; Jack et al., 1995 ; Allison & Klaenhammer,
1996) suggérérent que I’'immunité peut étre assurée par des protéases intracellulaires qui

dégradent la bactériocine.

2.6.4. Mode d’action

Bien que toutes les bactériocines partagent le méme site d’action qui est la membrane

cytoplasmique, leur mode d’action semble étre différent (Dortu & Thonart, 2009).

2.6.4.1. Bactériocines de classe I (lantibiotiques)

Les lantibiotiques tel que la nisine, portant une structure cationique et amphiphile
allongée, interagissent avec la membrane des cellules cibles soit en se liant au lipide Il (un
précurseur de peptidoglycanes). Cette liaison, empéche ainsi la synthése de la paroi cellulaire
et conduit a la mort de la cellule, soit en utilisant ce lipide comme une molécule d’appui pour
s’insérer dans la membrane et y former des pores causant la destruction de la cellule suite a la
dissipation du potentiel membranaire et 'efflux des petites molécules (ions, ATP, acides
aminés, etc...). La mersacidine tue la cellule en interférant avec ses réactions enzymatiques
comme la synthese de la paroi (Gillor et al., 2008 ; Dortu & Thonart, 2009).
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Figure 5 : Mécanisme d’action des bactériocines de classe I (Rodney et al.,2015).

[Classe | les bactériocines, comme la nisine, ont un double mécanisme pour tuer leur cible cellules par (a)
I'inhibition de la synthése de la paroi cellulaire et (b) la formation de pores. Les deux mécanismes sont facilités
par la liaison de la molécule de nisine au lipide I1, qui est le principal transporteur des sous-unités. A des
concentrations plus faibles, la nisine empéche la bonne synthese de la paroi cellulaire, ce qui conduit a la mort
cellulaire. Aux plus hautes concentrations, la nisine se lie au lipide Il qui initie I'insertion de la membrane et la
formation de pores, ce qui entraine la fuite de composants cellulaires tels que ions et ATP]

2.6.4.2.Bactériocines de classe Il (non lantibiotiques)

Les non-lantibiotiques sont les bactériocines les plus courantes. L’insertion de ces
bactériocines dans la membrane est conférée par la structure a-hélice amphiphile, cette insertion
induit la perméabilisation de la membrane qui conduit par la suite a une fuite de cytoplasmique
molécules, provoquant la mort cellulaire des bactéries cibles. Les mécanismes de l'action
antimicrobienne des bactériocines de classe 11 differe selon les sous-classes (Perez et al.,2014).

Il a été demontré que les bactériocines de la Classe 11 se lient au systéme de la mannose
phosphotransférase (Man-PTS), systéme d'absorption de sucre des bactéries cibles, comme
molécule d'amarrage pour leur mécanisme d’action. La séquence conservee d'acide aminé

YGNGV dans la région N-terminale des bactériocines de classe lla est responsable de I’activité
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antimicrobienne anti-listérienne, alors que le domaine C-terminal le moins conservé est
responsable de leur activité antimicrobienne contre d'autres souches cibles (Fimland et al.,
2005 ; Johnsen et al., 2005).

De grosses protéines ou bactériolytiques (bactériolysines bactériocines de classe I11) tels
que la lysostaphine peut agir directement sur la paroi cellulaire des cellules cibles Gram

positives, ce qui conduit a la mort et la lyse cellulaire (Cotter et al., 2005).
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Figure 6 : Modéle de mécanisme d’action des bactériocines ciblant Man-PTS. (Ingolf
et al., 2013)

[Montré ici est la liaison d'une bactériocine de classe lla & son récepteur et a la membrane composant
embarqué ManCD (lIC et IID) du transporteur Man-PTS. Cette liaison ouvre irréversiblement les pores du
transporteur et permet la libre diffusion des ions (tels que les ions potassium) de la bactérie ciblée. Les sous-
unités 1A et 11B, qui sont des domaines associées de fagon réversible a leur des partenaires localisés sur la
membrane du c6té cytosolique sont nécessaires pour la fonction de transport du sucre mais pas pour la fonction
de récepteur de la bactériocine].

2.6.5. Spectre d’activité

Les bactériocines sont connues pour leur trés grande puissance contre leurs souches
cibles. En général, I'activité de la bactériocine est limitée aux souches qui sont étroitement liées
a la souche productrice (bioactivité a spectre étroit), bien que réecemment, des bactériocines ont
montré une activité antimicrobienne contre un large éventail de genres (bioactivité a large
spectre). De plus, la nature cationique générale des bactériocines joue un réle trés important
dans leur interaction initiale avec la membrane cellulaire de leurs souches cibles. La charge
négative des membranes cellulaires bactériennes et la charge positive des molécules de
bactériocine créent une interaction électrostatique, facilitant ainsi I’approche des molécules aux
membranes. Cependant, cette interaction, sous des conditions normales, est également
responsable de l'inactivité de la plupart des bactériocines vers des souches bactériennes a Gram

négatif.
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La composition de la membrane bactérienne a Gram négatif differe de celle @ Gram
positif en ce que la premiére contient une membrane externe lipopolysaccharide. Bactériocines
de LAB ne deviennent actifs contre les bactéries a Gram négatif que lorsqu'ils sont combinés
avec d'autres agents qui compromettent l'intégrité de la membrane externe comme les
tensioactifs (Stevens et al., 1991 ; Zhang & Mustapha, 1999) IlEDTA (Tu & Mustapha,
2002), ou des acides organiques (Mustapha et al., 2002).

2.6.6. Facteurs influencant la production

L’utilisation des bactériocines a I’échelle industrielle en nécessite de grandes quantités.
Ceci ne peut €tre atteint qu’en connaissant et optimisant les facteurs influengant leur production
tels que : la temperature, le pH, le milieu utilisé et bien d’autres. Ces conditions de culture

affectent fortement la production de bactériocines.

2.6.6.1.Souche bactérienne

Une bactériocine donnée peut étre produite par plusieurs souches ou especes (Bhunia
et al., 1994 ; Jack et al., 1995 ; Rodriguez et al.,1995). Moretro et al., 2000 ont montré que
pour la production de sakacine P par Lactobacillus sakei, une méme bactériocine peut étre
produite par des souches ou espéces differentes dont la capacité de production peut étre
variable. Les conditions de culture influencent fortement la production de bactériocines. En
effet, l'optimisation de la croissance ne résulte pas nécessairement de l'optimisation de la
production de bactériocines (Parente et al., 1997). Il a méme été suggéré que des conditions
de croissance defavorables permettent de stimuler leur production (Verluyten et al., 2004). Les
températures et pH optimaux de production sont souvent inférieurs a ceux optimaux de la

croissance.

2.6.6.2. Température et pH

La température et le pH sont des facteurs importants qu’on doit prendre en considération
quant a la production de bactériocines. Celle-ci est généralement optimale a des températures
et des pH inférieurs a ceux optimaux pour la croissance (Heéquet et al., 2007 ; Dortu &
Thonart, 2009 ; Sharma et al., 2010).

L’effet de ces deux facteurs a fait I’objet de plusieurs études. Elayaraja et al., (2014)
ont constaté que le 35° C et le pH 6,0 étaient idéaux pour la production de bactériocine de
Lactobacillus murinus AUO06 isolé de sédiments marins. De méme, des conditions optimales

pour la production de bactériocine par Lactobacillus acidophilus était de pH 6,0, 34° C, avec
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4% de phénylacétamide (Mahrous et al., 2013). Les meilleures conditions de production de
bactériocine par Lactobacillus plantarum LPCO10 étaient obtenu dans une étude antérieure
avec des températures allant de 22° a 27° C, une concentration en NaCl de 2,3 a 2,5%, et un
inoculum allant de 1073 a 107*UFC / ml, tout en fixant la concentration de glucose a 2%, sans
aération de la culture (Leal-Sanchez et al., 2002). Conditions optimisées pour la production de
bactériocine par Lactobacillus viridescence NICM 2169 était une croissance dans un bouillon
MRS a pH 7,0, incubé a 37 ° C pendant 48 h (Sure et al., 2016). Enterococcus faeciumPC4.1
atteint son maximum de production a 30°C et a pH : 6 (Hadji- Sfaxi et al., 2011).

2.6.6.3.Composition du milieu de culture

La composition du milieu, tout particulierement les concentrations des sources de
carbone et d’azote, affecte fortement la production de bactériocines. Les bactéries lactiques
productrices requiérent de nombreux nutriments pour leur croissance et des milieux riches
contenant de l'extrait de viande, de levure et des hydrolysats de protéines sont nécessaires. 1l a
déja été montré que I’augmentation des concentrations en extrait de levure, extrait de viande ou
peptone peut permettre une augmentation de la production de bactériocines (Verluyten et al.,
2004). D'autre part, quelques études ont montré que la source de carbone utilisée et sa
concentration est un facteur important dans l'optimisation de la production de bactériocines
(Chen et al., 2007).

2.6.7. Applications des bactériocines

Considérées en tant que « GRAS » (Generally Recognized As Safe) et vu leur abondance
et leur pouvoir antimicrobien généralement bactéricide, les bactériocines des bacteries lactiques
trouvent leur utilisation dans différents domaines ou elles empéchent le développement de

bactéries pathogeénes et nuisibles (Albano et al., 2009).

2.6.7.1.Application des bactériocines dans le secteur alimentaire

Les bactériocines peuvent étre appliquées sous une forme purifiée, semi-purifiée ou sous
la forme d’un concentré obtenu aprés fermentation d’un substrat alimentaire. Les bactéries
productrices peuvent également étre appliquées dans les produits alimentaires, la bactériocine
sera alors produite in situ. (Dortu & Thonart, 2009).

Les bactériocines peuvent également étre appliquées sous la forme d’un concentré
obtenu aprés fermentation par la souche productrice et atomisation d’un substrat alimentaire tel
que le lait, par exemple. Cette préparation sera considérée comme un ingrédient fermenté. Elle
contiendra la bactériocine mais également d’autres métabolites microbiens tels que I’acide

lactique. (Deegan et al., 2006 ; Galvez et al., 2007).
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Un autre mode d’application des bactériocines consiste en leur immobilisation sur les
cellules productrices, dans des gels ou des films telle que I’alginate de calcium, la gélatine, la
cellulose, les protéines de soja, des films de polysaccharides, etc. La bactériocine sera alors
libérée dans le produit au cours de la conservation. Depuis peu, des emballages en polyéthyléne
ou d’autres films plastiques contenant des bactériocines ont été développés. Ces emballages
permettent de réduire la croissance des microorganismes pathogénes ou indésirables pouvant
se développer en surface durant la conservation du produit (Luchansky et al., 2004 ; Deegan
et al., 2006 ; Galvez et al., 2007).

Dans la technologie alimentaire, la nisine est produite par Lactococcus lactis et était la
premiere bactériocine trouvée dans LAB (Rogers, 1928). Il est également bactériocine
commercial utilisée comme conservateur daliments contre la contamination par micro-
organisme, qui est commercialisé sous Nisaplin®. C'est la seule bactériocine approuvée pour
une utilisation comme conservateur dans de nombreux aliments par la Food and Drug
Administration des Etats-Unis (US-FDA), et autorisé comme additif alimentaire dans plus de
45 pays. Une autre bactériocine disponible dans le commerce est le pediocinPA-1,
commercialisé sous le nom d'Alta®2341, qui inhibe la croissance de Listeria monocytogenes

dans les produits a base de viande (Settanni & Corsetti, 2008).
2.6.7.2.Applications des bactériocines dans le secteur medical

L’émergence de la résistance aux antibiotiques conventionnels ces derniéres années a
orienté la recherche vers I’étude de nouveaux agents antimicrobiens tels que les bactériocines.
On peut distinguer les applications potentielles suivantes :
¢ Traitements d’infections cutanées :

On utilise la mersacidine, la lacticine 3147, ’épidermine et la gallidermine (Sass et al.,
2008 ; Sutyak et al., 2008).

e Traitements de la gingivite :

La nisine et la BLIS K12TM (BacteriocinLike Inhibitory Substances K12TM) sont
utilisées (Tagg, 2004).

e Traitements de la mastite :

Administrée par voie intra-mammaire chez les vaches, la nisine A inhibe la prolifération
des souches de Staphylococcus et Streptococcus a I’origine de cette infection (Bradley, 2002
; Cotter et al., 2005).

e Traitements de P’otite :

On utilise dans son traitement la nisine ; La bactériocine ST4SA (Knoetze et al., 2008).
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¢ Traitements d’infections systémiques :
La piscicoline 126, 1’abp-118, la divercine V41 et la nisine sont les bactériocines

recommandées (Dicks et al., 2011).
L'application de la colicine E2 sur les cathéters urinaires empéchent leur colonisation

par d'autres souches pathogenes. De plus, la colicine E2 a une activité spécifique dirigée
contre Escherichia coli UPEC responsable de la majorité des infections urinaires (Trautner et

al., 2005 ; Trivedi et al., 2014).
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1. Présentation de la wilaya de Naama

La wilaya de Naama, se situe dans la partie occidentale des hauts plateaux, aux
confins Algéro-Marocains. Elle se décompose en deux grandes zones: une zone
steppique au Nord et une zone présaharienne au Sud. Elle couvre une superficie de
29514.14Kmz2.

En raison des conditions environnementaux naturels et 1’étendue de ses
territoires, le premier secteur économique est 1’agropastoralisme ; précisément le
pastoralisme. Qui est constitué principalement par 1’élevage ovins, bovins, caprins,
équins et camelins ou I'élevage ovin prédomine. La figure suivante illustre la
distribution centésimale moyenne des différents cheptels recensés selon la DSA de

Naama.
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Figure 7 : Distribution centésimale moyenne des différents cheptels recensés
dans la wilaya de Naama en 2019 selon DSA de Naama
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Figure 8 : Repartition du cheptel ovin par commune recensés en 2019 selon
DSA de Naama

Parmi les ressources animales pourvoyeuses de denrées carnées, I’ovin est le
plus prisé en Algérie et dans la wilaya de naama en particulier. Il ’est aussi pour sa

laine qui est encore utilisé dans 1’artisanat traditionnel et aussi son lait et ses dérives.

2. Produits laitier de la wilaya

C’est ’augmentation de la production du lait durant certaines saisons et la
difficulté de sa conservation sous la forme fraiche qui a conduit au développement des
technologies de productions traditionnelles. La transformation du lait en produits
laitiers traditionnels algériens fait partie intégrante de I’héritage et a une grande

importance culturelle médicinale et économique (Lahsaoui, 2009)

2.1. Laits fermentés
2.1.1. Rayeb

Rayeb (ou Raib) est du lait caillé, traditionnellement obtenu aprés acidification
spontanée a température ambiante de lait cru durant une période variant de 24 ha 72 h

selon la saison. Le Rayeb est consommé tel quel ou transforme.

La fermentation traditionnelle est associée a des bactéries lactiques mésophiles
appartenant aux Leuconostocs et aux Lactococcus présents naturellement dans les laits
crus mis en ceuvre, est remplacée par une fermentation plus rapide par des bactéries

lactiques thermophiles apportés sous forme de levains (Bendimerad, 2013).
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2.1.2. Lben

Lben est un produit rafraichissant cultivé obtenu par la fermentation spontanée
du lait de vache ou de chévre. Pour sa fabrication, on laisse le lait & température
ambiante jusqu’a coagulation, le produit obtenu s’appelle Rayeb, et ce dernier peut étre
consommé tel qu’il est ou soumis a I’écrémage pour I’obtention du Lben et du beurre
frais. Le barattage est effectué manuellement dans une peau de chévre ou de brebis
appelé Chekoua (Benkerroum & Tamime, 2004).

Figure 9 : photo de Chekoua

2.2. Dérivé laitiers traditionnels
2.2.1. Zebda

C’est du beurre frais obtenu aprés barattage du lait fermenté appelé « Rayeb »,
une quantité d’eau tiede (40-50°C) est ajoutée a la fin du barattage pour favoriser
I’agglomération des globules gras et 1’augmentation du rendement. Au cours du
barattage mécanique, les globules gras flottent a la surface du « Lben » ils sont séparés
par une cuillere perforée, le beurre frais obtenu a une forte odeur du diacétyl, est
possede une consistance molle a cause de la forte teneur en eau (Tantaoui &
Elmarakchi, 1987).
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2.2.2. Smen

Le Smen est la Zebda ou Dhen qui est lavé, salé et malaxé, puis conditionné
dans des pots en terre cuite fermés hermétiquement et entreposés dans un endroit frais
et obscur a température ambiante (Sakili & Issoual, 2003 ; Luquet & Corrieu, 2006).
Smen dans la région de Naama prend la dénomination de Dhan sa spécificité locale se
résume par 1’addition de certain plante aromatique qui sont additionnés au moment de

salage, les plus utilisé sont Genévrier (Araar) ou Anacyclus (Guertoufa).

2.3. Fromage artisanale
Selon la norme FAO/OMS A-6 (1978 modifiée en 1990), "Le fromage est le
produit frais ou affiné, solide ou semi-solide, dans lequel le rapport protéines de

lactosérum/caséine n'excede pas celui du lait".

2.3.1. Klila

Klila est un fromage traditionnel préparé empiriquement par les familles
algériennes et marocaines. 1l est produit pour éviter la dégradation du Lben durant la
phase de stockage principalement en printemps et en été ou le lait est abondant
(Benkerroum & Tamime, 2004). Consommé sous forme de fromage blanc frais, ou
bien il est inséré dans des préparations culinaire apres découpage et séchage au soleil
pendant quelque jours (2-3 jours) (Mennane et al., 2007 ; Leksir & Chemmam,
2015).

Figure 10 : photo du Klila, Produit laitiers traditionnel.
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La préparation de Klila débute par la coagulation du lait (de vache, de brebis,
de chévre) pendant 24h & 72 h (selon la saison) en Rayeb puis écrémé dans une
Chekoua.

L’écrémage est réalisé comme suit : la Chekoua est remplie a moitié de Rayeb
puis tendue par gonflement, bien nouée et secouée vigoureusement durant une demi-
heure. La formation des globules gras (beurre) est indiquée par le changement qui se
produit a I’intérieur de la Chekoua ; pour aider I’agglomération des particules du beurre,
I’eau froid est ajouté : le beurre obtenu est retiré manuellement en une seule motte
appelé zebda bedouia ou beldia ou semnah, le petit lait restant est appelé « Lben » (Zad,
1998). Ce méme produit est chauffé modérément (55°C a 75°C) jusqu’a séparation du
lactosérum (10 a 15 min) ; la phase aqueuse (lactosérum) est séparée et le coagulum
obtenu est appelé Klila qui est consommeé frais ou séché au soleil pendant 03 jours pour

obtenir un fromage dur (Mennane et al., 2007).

Fermentation spontané a T° ambiante

Ecrémage

r

Chauffage modéré

Figure 11 : Diagramme de fabrication artisanal du Klila
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2.3.2. Jben

Le J’ben est un produit laitier connu et consommé en Algérie depuis fort
longtemps au niveau des zones steppiques et sahariennes aussi bien en milieu rural
qu’en milieu urbain. Ce fromage est le produit d’une transformation des laits d’un
cheptel diversifié et d’une fermentation par une flore lactique indigéne (Ouadghiri et
al., 2005).

Figure 12 : photo du Jben, Produit laitiers traditionnel.

Ce fromage est généralement obtenu par macération de certaines plantes (fleurs
de chardon ; Cynara cardunculus L, Cynara scolymus) dans le lait (de vache ou de
brebis) pour assurer la coagulation ou par ajout de caillette séchée de jeunes ruminants
ce que on appelle el Hakka au lait, et I’égouttage se fait dans une mousseline pendant 2
a 3 jours suivant la saison. Le coagulum obtenu aprés cette opération représente le j’ben
(Ouadghiri et al., 2005). Apres coagulation du lait, le caillé est collecté et enroulé dans
un tissu propre puis pressé pour égouttage. Un fois égoutté, il peut étre salé ou
additionné de quelques épices ou de plantes aromatiques, le caillé est decoupé en petits

morceaux irréguliers (Lahsaoui, 2009).
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Figure 13 : photo de ‘El Hakka’ (la présure)

Chauffage modéré + macération

Figure 14 : Diagramme de fabrication artisanal du Jben
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Chatériel et méthodes

Les differentes analyses réalisées dans cette étude ont été menées aux laboratoires

pédagogiques de Microbiologie du Centre Universitaire Salhi Ahmed Naama.

Les objectifs de cette étude s’articulent autour des points suivants :

o}

)

)

)

Isolement et purification des entérocoques producteurs des bactériocines a partir
de fromages artisanaux Klila et Joen a base de lait de brebis,

Identification phénotypique des isolats,

Extraction et la purification des bactériocines,

Tester la capacité antimicrobienne de ces bactériocines.

1. Echantillonnage

Six échantillons (06) décrits comme produits du terroir de la région de Naama ; trois de

Jben et trois de Klila ; de fabrication artisanale a base de lait cru de brebis (diagramme de

préparation traditionnelle présentés dans les figures 11 et 14) ; ont eté collectes durant les mois

de Février et Mars (la saison de printemps) de I’année 2020. La récolte a été réalisée au niveau

d’une ferme privé d’élevage semi-intensif située dans la région de Sfissifa.

Tableau 2 : Répartition des échantillons au cours du temps

N° d’échantillon Matiére Prgg\tligq‘én . L[,):‘l:zl‘;‘s*e
E1 Jben 16/02/2020 17/02/2020
E2 Klila 17/02/2020 18/02/2020
E3 Jben 02/03/2020 03/03/2020
E4 Klila 02/03/2020 03/03/2020
ES5 Jben 08/03/2020 09/03/2020
E6 Klila 08/03/2020 09/03/2020

L’échantillonnage a été effectué selon les régles d’hygiénes et d’asepsies recommandées

en microbiologie, les échantillons ont été recueillis dans des sachets stériles, conservés dans

une glaciére et transportés au laboratoire pour analyse.
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A. Etude microbiologique du Klila et Jben

Cette analyse va nous permettre d’avoir une idée sur la constitution microbiologique du
fromage artisanal (Klila et Jben) a base de lait cru de brebis produit dans cette région. Elle
comporte le dénombrement et/ou la recherche des flores suivantes :

w Flore aérobie mésophile totale,

w Coliformes et les coliformes thermotolérants,
w Salmonelles,

v Streptocoques (Entérocoques),

w Staphylocoques,

' Anaérobies Sulfito réducteurs,

m Levures et moisissures.

1. Préparation des dilutions décimales. Selon la norme (NF V 08-010,1996)
La réalisation des analyses microbiologiques nécessite d’effectuer une série des
dilutions décimales allant de la dilution 10~ jusqu’a la dilution voulue. La méthode de dilution
consiste a introduire 10g de fromage artisanal dans un flacon contenant 90ml de TSE (Tryptone
Sel Eau) suivi d’une bonne agitation, c’est la solution mére. Ensuit avec une pipette stérile on
préleve 1 ml de la solution mere et on I’introduit dans un tube contenant 9ml du diluant avec
une homogénéisation [Dilution 10], jusqu’a I’obtention de la derniére dilution. Durant la
réalisation des dilutions décimales, il faut respecter les régles d’asepsie et aussi changer la

pipette aprés chaque utilisation.

2. Dénombrement de la flore aérobie mésophile totale a 30 °C (FAMT)

Cette flore est un bon indicateur de la qualité générale et de la stabilité des produits. Le
dénombrement a été réalisé sur gélose PCA (Plat Count Agar), par ensemencement en masse
d’1 ml de chacune de solution mere et la dilution décimales de 1072 et 10~3en double suivi
d’une incubation a 30 °C pendant 72 h en aérobiose. On compte les colonies lenticulaires ayant
pousse en masse. Le dénombrement a été effectué a I’aide d’un compteur de colonies, en tenant
compte uniquement des boites contenant entre 30 et 300 colonies (Boussouar, 2017). On

calcule le nombre de microorganismes par ml a ’aide de la formule suivante :
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I

Oou

XC : La somme des colonies comptées sur toutes les boites retenues ;
n,: Le nombre de boites retenues a la premiére dilution ;

n,: Le nombre de boites retenues a la deuxiéme dilution ;

d: le taux de dilution correspondant a la premiere dilution.

3. Dénombrement des coliformes totaux et coliformes thermotolérants (NF
V 08-050 et NF V 08-060)

Ce dénombrement consiste a ensemencer en profondeur, dans les mémes conditions, une
quantité déterminée (1ml) de la solution mere et des dilutions décimales 10~ tet 10~2dans un
milieu gélosé de Désoxycolate coulé dans une boite de Pétri. Recouvrir les boites avec une
couche du méme milieu, et les incuber a 30 °C pendant 24 h pour les coliformes totaux et a
44°C pour les coliformes thermotolérants.

Le dénombrement repose sur le comptage des colonies caractéristiques qui sont violacées,
d'un diametre de 0,5 mm ou plus, et parfois sont entourées d'une zone rougeatre due a la
précipitation de la bile. Retenir les boites contenant moins de 150 colonies caractéristiques et/ou
non caractéristiques au niveau de deux dilutions successives. Il faut qu'une boite renferme au
moins 15 colonies caracteristiques. Calculer le nombre N de coliformes/coliformes

thermotolérants par millilitre, en tant que moyenne pondérée, a l'aide de I'équation suivante :

2C

N=174

ou
X.C : la somme des colonies caractéristiques comptées sur les deux boites retenues ;

d : le taux de dilution correspondant a la premiere dilution comptée.

4. Dénombrement des Streptocoques du groupe D
Le dénombrement se fait en milieu liquide sélectif par la technique du nombre le plus

probable (NPP), en deux étapes successives (Guiraud, 2003) :

4.1. Test présomptif : Le milieu (Rothe), un milieu d'enrichissement relativement sélectif, est
ensemencé en triple, a partir de chaque dilution 1071, 1072et 1073, Apres 24 h d’incubation a
37 °C, la présence d’un trouble microbien permet de conclure que dans les tubes correspondants

ont cultivé au moins un Streptocoque fécal présumé provenant de I'inoculum.
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4.2. Test confirmatif : Chaque tube positif du test de présomption a fait 1’objet d’une
confirmation. On utilise l'action de deux agents sélectifs, I'azide et I'éthyle-violet (ou violet
hexaméthylé) en repiquant une anse des tubes positifs dans le milieu de Litsky. Apres
incubation a 37°C pendant 24 heures, 1’apparition d’un trouble homogeéne avec parfois une
pastille violette au fond du tube permet de dire qu'il y a au moins un Streptocoque fécal dans

I'inoculum.

4.3. Dénombrement : le dénombrement est exprimé selon la table de Mc Grady.
5. Recherche des Salmonelles

Selon le JORA n° 42 du 15 juin 2005 la recherche des salmonelles dans les produits

laitiers implique les étapes suivantes :
5.1. Pré enrichissement en milieu liquide non sélectif

25 g du fromage artisanal a analyser sont introduits dans un flacon contenant 225 ml
d’eau peptonée tamponnée préalablement stérilisé. Les préparations sont homogenéisées sur

vortex et incubées a 37°C pendant 16 a 20 heures.
5.2. Enrichissement en milieux sélectifs liquides

A partir des cultures obtenues en pré enrichissement on ensemence un bouillon Rappaport
Vassiliadis par un volume de 0,1 ml en double et sont incubés a 42°C, pendant 24 h.
5.3. Isolement
A partir des cultures obtenues en enrichissement, on ensemence avec une anse de platine
en surface deux boites contenant le milieu Hecktoen. Les boites sont incubées a 37°C pendant
24 h. Seront considérées comme positif les boites présentant des colonies typiques ayant des
aspects caractéristiques des Salmonelles
e Colonies vertes ou bleuatres (absence de fermentation des sucres) indique la possibilité de
Shigella ou Salmonella non productrices d’H,S ;
e Colonies vertes a centre noir indique la possibilité de Salmonella ;
¢ Colonies saumon ou jaunes éliminent la possibilité de Salmonella ou Shigella (sauf Shigella
sonnei).
6. Recherche des Staphylocoques (JORA n° 68 du 23 novembre 2014)
Consiste a ensemencer en surface un milieu de culture gélosé sélectif (100 ml de la gélose
Baird Parker, 5 ml du surnageant de I’émulsion de jaune d’ceuf, 1 ml de Tellurite de potassium)

coulé dans une boite de Pétri, avec 0,1 ml de la solution mére en double.
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Aprés 24 a 48 heures d’incubation a 37 °C, les colonies noires (réduction de tellurite en
tellure noire), brillantes et convexes (1,5 a 2,5 mm de diamétre apres 48 heures d’incubation)
entourées d’une auréole d’éclaircissement (hydrolyse des protéines de jaune d’ceuf) avec un
liseré blanc opaque (hydrolyse des lécithines) sont dénombrées.

Pour s’assurer qu’il s’agit bien de colonie de Staphylococcus aureus, une recherche de

catalase est effectuée sur 2 a 3 colonies par boites Pétri (Lebres et al., 2002).

7. Recherche des anaérobies sulfito-reducteurs

Apres destruction des formes végétatives, par chauffage a 80 °C pendant 10 minutes de 5
ml en double des dilutions 10~ et 10~2de I’échantillon, et refroidissement immédiat par I’eau
de robinet pendant 10 minutes. Ces prélévements sont incorporés dans des tubes a vis stériles
contenants un milieu de base fondu, régénéré, additionné de sulfite de sodium et de sels de fer
(le milieu viande foie). Apres incubation a 37°C, les colonies noires ayant poussees en

profondeur sont comptées apres 18 h, 48 h et 72 h (Guiraud, 2003).

8. Dénombrement des moisissures et levures
Ensemencement en profondeur d’un milieu de base OGA, en double d’1 ml des dilutions

10~>de I’échantillon. Les boites sont incubées pendant 5 jours a une température de 22 °C.
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B. Recherche et identification des bactéries productrices des bactériocines

1. Isolements des entérocoques

L’isolement des entérocoques a été réalisé en deux étapes, aprés dénombrement des
Streptocoques du groupe D (fécaux), on a repiqué les tubes positifs du bouillon Litsky dans du
bouillon BHIB, et en parallele un milieu de culture sélectif solide CATC (Citrate Azide Tween
Carbonate) a été ensemencé en profondeur avec 1 ml de solution mere, et 1 ml de chaque
dilution 1071 et1072. L’incubation s’est effectuée a 37°C et 42°C pendant 24 a 48h
(Boussouar, 2017).

2. Purification des isolats

Des essais préliminaires ont été réalisés portant sur ’utilisation de plusieurs milieux
(M17, MRS, CATC, BHIA) de culture afin de maintenir le milieu de culture le plus adéquat
pour ce type de bactéries lactiques. Apres une constatation visuelle des aspects culturaux sur
les différents milieux de culture solide, on a sélectionné les colonies distinctes. Ensuite nous les
avons purifiés sur les mémes milieux dont elles ont été issues en alternance entre milieu solide

et milieu liquide (MRS et BHIB), et dans les mémes conditions.

Apreés croissance des colonies en boite, on prend de chaque boite une colonie isolée sur
laquelle seront effectuées une coloration de Gram ainsi que la recherche de la catalase. Les
bactéries a Gram positif, et catalase négative sont retenues et repiquées sur bouillon MRS ou
BHIB, puis incubées a 42°C pendant 18 h. Une derniére purification a été réalisé sur le milieu
CATC ou les entérocoques apparaissent sous forme de petites colonies, rose-rouge ou marron,
lisses, légérement bombées dont la pureté est estimée par observation microscopique apres
coloration de Gram (Balows et al., 1992 ; Domig, 2003 ; Heleni et al., 2006).

3. Conservation des souches

La conservation des souches pures a été faite selon deux méthodes : a court et a long terme.

3.1. Conservation a court terme
La conservation des isolats purifiés est réalisée par ensemencement sur bouillon BHI.
Aprés incubation a 37°C pendant 18 heures, les tubes sont conservés a + 4°C, Le

renouvellement des cultures se fera toutes les trois semaines (Saidi et al., 2002).
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3.2. Conservation a long terme

Des jeunes cultures (18h) sont conservés dans milieu de culture de conservation. Le
milieu de conservation contient du bouillon MRS ou BHI additionné de 30% de glycérol. Les
cultures sont conservées en suspension dense et en cryotubes a -20°C. En cas de besoin, les
cultures sont repiquées dans le bouillon BHI, avant utilisation (Badis et al., 2004 ; Saidi et al.,
2002).

4. ldentifications bactériennes

4.1. ldentification phénotypique des isolats

Apreés purification, coloration de Gram et test de catalase, les isolats ; qui sont retenus ;
seront caractérisés phénotypiquement, en recherchant plusieurs attributs physiologiques et

biochimiques.
4.2. Identification physiologique des isolats

4.2.1. Croissance a differentes températures

Ce test est important, car il permet de distinguer les bactéries lactiques mésophiles des
bactéries lactiques thermophiles. Ce teste a été réalisé par ensemencement d’une culture jeune
a 18h dans un bouillon adéquat (MRS/M17). Les tubes sont incubés aux températures 10°C
pendant sept a dix jours et a 45,50 °C pendant 24/ 48 heures, et pour thermo-résistance a 63°C
pendant 30 min dans le bain marie et puis ré-incubation a 37°C. Au bout de ces délais, la

croissance est appréciée par examen des milieux. (Badis et al., 2005).

4.2.2. Croissance dans des conditions hostiles

Ce test a pour but de voir la capacité des bactéries de croitre dans différentes
concentrations de NaCl : 4 % ; 6.5 % et 9 % et a des pH 4 et 9,6 sur bouillon MRS et incubé a
37 °C pendant 24 a 48h. la croissance est décelée par I’apparition d’un trouble (Guessas et al.,
2006).

4.2.3. Recherche de type fermentaire

Ce test permet de différencier les bactéries lactiques homofermentaires de celles
hétérofermentaires. 1l consiste a mettre en évidence la production de gaz (CO2) a partir du
glucose. Pour se faire, le bouillon MRS est ensemencé par les pré-cultures bactériennes, puis
un bouchon de la gélose blanche stérile est coulé en surface. Aprés incubation, les isolats
hétérofermentaires producteurs de gaz poussent le bouchon de la gélose en haut (Boussouar,
2017).
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4.3. Identification biochimique des isolats

4.3.1. Recherche de la catalase

Les bactéries lactiques sont aérobies anaérobies facultatives et ne possédent pas
I’enzyme catalase pour dégrader le peroxyde d’hydrogene en oxygeéne et eau. Pour ce test une
goutte de H>O2 a 10% est déposée sur une lame en verre propre et une quantité de colonie
prélevée a I’aide d’une anse stérile y est ajoutée, le résultat est positif lorsqu’il y a apparition
de bulles représentants le dégagement d’O». Seules les colonies négatives au test de catalase

ont été retenues pour la suite des analyses (Larpent et al., 1990).

Cette enzyme est capable de décomposer 1’eau oxygénée selon la réaction :
2H202 —»2H,0 + O

4.3.2. Mannitol mobilité

Le mannitol est un produit de réduction du D-mannose. Il permet de rechercher
simultanément la fermentation du mannitol et la mobilité. On a ensemencé les souches étudiées
dans le milieu par pigdre centrale, et incubé a 37°C pendant 24h. Le virage au jaune du milieu
indique la fermentation du mannitol, une diffusion dans la gélose indique la mobilité des
bactéries (Marchal et al, 1991).

4.3.3. Hydrolyse de I’esculine

L’hydrolyse de cet hétéroside est mise en évidence sur le milieu gélosé a I’esculine
(Devoyode & Poullain, 1988 ; Larpent-Gourgaud et al., 1997), I’hydrolyse de I’esculine est
un des critéres usuels de I’identification au sein de nombreux groupes bactériens. L’esculine est
un hétéroside. Son hydrolyse, catalysée par une - glucosidase et I’esculinase, libére du glucose
et I’aglycone : I’esculétine. Produite réagit avec les ions de fer 111 pour former un précipité noir
dans le milieu. Le milieu utilisé est le bouillon a I’esculine. Apres 24h-48h a 37°C d’incubation,

le résultat se traduit par un noircissement du tube.

4.3.4. Utilisation du Citrate

Le milieu Citrate de Simmons coulé en tubes est utilisé pour I’étude de I'utilisation du
citrate comme seule source de carbone par les germes. Il contient un indicateur de pH qui est le
bleu de bromothymol, ce qui confére au milieu une coloration verte a 1’état acide. Les germes
sont ensemences en stries sur les tubes qui contiennent le milieu de citrate de Simmons incline,
puis incubé a 37°C / 24h. Les germes qui utilisent le citrate comme seule source de carbone

entrainent une alcalinisation du milieu, d’ou le virage du vert au bleu (Boussouar, 2017).
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4.3.5. Tolérance au tellurite
La tolérance au tellurite a été recherchée par ensemencement, en stries trés serrées, sur
une gélose a 0.04% de tellurite potassium par les souches lactique a tester. Aprés 24h

d’incubation a 37°C, les souches résistantes donnent des colonies noires.

4.3.6. Test d’hémolyse
Le caractere hemolytique a eté recherché par ensemencement en stries de la gélose au
sang et gélose Columbia additionné de 5% du sang défibriné humain. Aprés incubation pendant

une période de 24h a 37°C, le type d’hémolyse a été examiné.

Les entérocoques peuvent étre a hémolytiques (couleur verte autour des colonies) ; B-
hémolytiques (éclaircissement autour des colonies) ou y hémolytiques (le milieu n’est pas

modifi).

4.3.7. ldentification des isolats par la galerie API1 20 STREP (Biomerieux)
L’API 20 Strep est un systéme standardisé¢ associant 20 tests biochimiques qui
présentent un grand pouvoir discriminant. Il permet de faire un diagnostic de groupe ou d'espece

pour la plupart des streptocoques, entérocoques et pour les germes apparentés les plus courants.

Principe

La galerie APl 20 STREP comporte 20 microtubes contenant les substrats deshydratés
pour la mise en évidence d'activités enzymatiques ou de fermentation de sucres. Les tests
enzymatiques sont inoculés avec une suspension dense, réalisée a partir d'une culture pure, qui
reconstitue les milieux. Les réactions produites pendant la période d'incubation se traduisent
par des virages colorés spontanés ou révélés par I'addition de réactifs. Les tests de fermentation
sont inoculés avec un milieu enrichi (contenant un indicateur de pH) qui réhydrate les sucres.
La fermentation des carbohydrates entraine une acidification se traduisant par un virage
spontané de l'indicateur coloré. La lecture de ces réactions se fait a l'aide du tableau de lecture
et I'identification est obtenue a l'aide du Catalogue analytique ou d'un logiciel d'identification
(Boussouar, 2017).

5. Détection des bactéries potentiellement bactériocinogéne

Les nombreuses méthodes décrites pour la détection de souches lactiques productrices
de bactériocines sont basées sur le principe que ces substances protéiques peuvent diffuser dans
un milieu de culture solide ou semi solide qu’on inocule préalablement avec une souche cible.
La production de bactériocine est détectée par le pouvoir inhibiteur du filtrat du micro-

organisme testé sur la croissance du germe cible (Benkerroum et al., 1993). On a utilisé six
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souches bactériennes comme indicatrices apres la confirmation de leurs puretés (coloration de
Gram et test catalase) ; des bactéries Gram positif Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis,
Enterococcus faecalis et Listeria monocytogenes et des bactéries Gram négatif Escherichia

coli et Pseudomonas aeruginosa.

5.1. Méthode de disque

Dans cette méthode, un tapis de la souche indicatrice est réalisé sur la surface d’un
milieu Mueller Hinton (DO660 varie entre 0.08 et 0.1 correspondent a 0.5 McFarland), ensuite
des disques stériles de papier Whatman imbibés avec 10 pl de la culture jeune a tester sont
déposés sur ce tapis. Une fois les boites sont séchées a une température ambiante, elles sont
incubées a 37°C pendant 24h, les boites sont examinées pour la présence des zones d’inhibition
(Berecka et al., 2009).

5.2.Méthode de diffusion par puits (Barefoot et Klaenhamnmer ,1983)

Cette méthode a été modifiée par plusieurs auteurs comme Puizani et al., 1992,

Cette méthode consiste a :

On a ensemencé des souches productrices de substances inhibitrices dans du milieu
MRS liquide et incubées a 37°C pendant 16 a 24h en anaérobiose, ce qui évite la formation du
peroxyde d’hydrogeéne (H,0,). Apres incubation, le milieu est centrifugé (8000 tr/min, 10 min)
et le surnageant est alors séparé du culot et filtré a ’aide d’un filtre Millipore de 0.45 pm et

neutralisé avec du NAOH (N1) afin d’avoir un pH de 6,8-7 et il est conservé a 4°C.

Ensuite une boite de Pétri contenant du Mduller Hinton solide est ensemencée par la
souche test initialement préparée (DO = 0,08 - 0,1 a 660nm) par écouvillonnage. On laisse les
boites sécher a température ambiante pendant 30minutes, des puits sont ensuite réalisés avec
un emporte-piece ou une cloche de durham stérile. Ces puits recevront 100 ul du surnageant
brut de la culture a tester et les boite seront mises a 4°C pendant 2heures pour permettre une
bonne diffusion du surnageant. Les boites sont ensuite incubées pendant 24 h a 37°C en
anaérobiose, afin d’éviter la présence de I’air nécessaire a la formation du peroxyde

d’hydrogéne.
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C. Purification des bactériocines

1. Détection de ’activité bactériocinogéne

Afin de concentrer les bactériocines éventuellement produites par les souches lactiques,
deux méthodes ont été choisies : la méthode d’adsorption-désorption et la méthode de
précipitation au sulfate d’ammonium. Le bouillon MRS a été supplémenté par 2.5% d’extrait

de levure dans le but de maximiser le rendement en bactériocines (Benkerroum et al., 2000).

1.1. Précipitation au sulfate d’ammonium

Dans cette méthode, une quantité de 200 ml de bouillon MRS fortifié par de I’extrait de
levure comme précédemment a été inoculée par 1% d’une pré-culture de la souche test. Apres
incubation a 32°C pendant 24H, une centrifugation (12000 g, 15 min, 4°C) a été réalisée et le
surnageant obtenu est sature a 60% par ajout progressif de 36.1% (P/V) de sulfate d’ammonium
en poudre avec agitation moderée a 4°C pendant 2H. Apres une deuxiéme centrifugation, le
culot résultant est dissout dans 4 ml du tampon phosphate de sodium (0.1M, pH : 6). La solution
ainsi obtenue est soumise a une dialyse a 4°C contre de I’eau distillée pendant une nuit avec
agitation pour éliminer le sel, stérilisée par filtration sur membrane (0.22 um) puis conservée

au congélateur jusqu’a son utilisation.

Apres recupération des solutions dialysées, celles-ci ont été stérilisées par filtration sur
membrane puis conservées au congelateur jusqu’a leur utilisation. Pour pallier au manque de
membranes a dialyse, I’effet des acides organiques a été éliminé par ajustement du pH des
solutions a 7 (Ababsa, 2012).

1.2. Test de I’activité bactériocinogéne

Le spectre d’activité sur milieu solide des bactériocines purifiées a été déterminé sur des
souches indicatrices. L’activité inhibitrice a été mise en évidence par la méthode des spots. Un
aliquote de 10 ul de la bactériocine pure mise en solution dans de 1’eau ultra-pure est utilisé
pour le test et ’évaluation de I’activité est faite par 1’observation et la mesure du diametre

d’inhibition. Le test est refait 4 a 5 fois afin de confirmer le résultat (Hammi, 2016).

C’était prévue d’appliqué les méthodes décrites ci-dessus, mais & cause de situation
actuelle de confinement imposé au niveau national et international nous avons réalisé que
I”étude microbiologique des quatre premiers échantillons avec la purification des entérocoques
a partir de ces échantillons. Cependant, et vue de ’absence des résultats voulus nous avons
intégré une troisieme partie qui englobe a la fois les processus analytiques et la nanoconjugaison

des bactériocines.
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L’accroissement de la demande pour des aliments salubres et aussi des dangers possibles
associés aux aliments conservés chimiquement nécessitent la recherche des alternatives, par
conséquence les bactériocines ; notamment celle qui sont produit par les bactéries lactiques ;
ont attiré D’attention des scientifiques afin de réduire l'utilisation d'additifs alimentaires

synthétiques et de renforcer la bioconservation.

Cette partie de travail couvre la diversité des sources des bactéries lactiques productrices
des bactériocines, les méthodes de dépistage, purification et de la caractérisation des
bactériocines au cours de ces derniéres années, enfin elle couvre aussi une nouvelle approche
qui a surmont¢ les limites d’utilisation des bactériocines dans I’industrie agroalimentaire qu’est

I’association de la biotechnologie avec la nanotechnologie.

1. Criblage

1.1. Source de bactériocines

Les bactériocines découvertes au cours des six derniéres années ont éte isolées a partir
des aliments, en particulier les aliments fermentés (Rasheed et al., 2020 ; Sonbol et al., 2020),
les animaux, en particulier les intestins (Lv et al., 2018), les humains, en particulier les
excréments humains (Samson & Koshy., 2018 ; Maldonado-Barragan et al., 2016) et
I'environnement, en particulier le sol (Lim & Balolong., 2016 ; Pierre et al., 2019). Parce que
les sources de bactéeriocine sont assez diverses, des ressources importantes doivent étre investi

dans les processus de leur criblage (Jiong et al., 2018)

1.2. Méthodes typiques de criblage

Lors de la recherche de nouvelles bactériocines dans les matrices alimentaires et non
alimentaires, la premiere étape c’est 1’évaluation de l'activité antimicrobienne des bactéries
productrices isolé de ces matrices. Les tests les plus populaires dans ce cas sont l'essai « Spot-
on-lawn », I'essai de diffusion sur disque, I'essai de diffusion sur puits d'agar et I'essai sur plaque

de microtitrage (Pingitore et al., 2007)

Ces méthodes conventionnelles sont basees sur la réaction de la souche indicatrice au
surnageant contenant la bactériocine. Tous les tests, a I'exception du test sur plaque de
microtitration, sont destinés a mesurer la zone claire autour de la spot, disque immergé ou bien
puit rempli avec le surnageant contenant la bactériocine (Kaskoniené et al., 2017). Alors que

dans le test sur plaque de microtitrage, la turbidité de la solution de la souche indicatrice et de
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la bactériocine est mesurée apres 24 h a 600 nm. L'avantage du test sur plaque de microtitration

est qu'il permet de mesurer la cinétique de la réaction (Vijayakumar & Muriana, 2015).

Les souches indicatrices couramment utilisées sont Escherichia coli et Staphylococcus
aureus, mais Listeria monocytogenes et Micrococcus luteus sont également utilisés (Jiong et
al., 2018).

1.3. Méthodes efficaces de criblage

Il existe plusieurs techniques utilisées pour la détection de I'activité antimicrobienne.
Généralement ces techniques sont basées sur la diffusion a travers des milieux de culture solides
ou semi-solides pour inhiber la croissance de micro-organismes sensibles (Wannun et al.,
2016). L'utilisation de microorganismes indicateurs est limitée aux souches sensibles aux
composes antimicrobiens alors que les souches qui sont résistantes a un compose particulier ne
peuvent pas étre utilisées pour la détection de I'activité antimicrobienne. Donc, alternativement,
un test colorimétrique indépendant de l'indicateur a été utilisé pour déterminer l'activité
antimicrobienne, il est a base de vésicules phospholipide/polydiacétyléne utilise pour la
détection des peptides agissant sur les membranes. Les bactériocines et les halocines sont des
peptides antimicrobiens connus pour tuer les cellules cibles par rupture de la membrane. L'essai
consiste a synthétiser des vésicules a l'aide de quatre phospholipides différents : DPPC, DMPC,
DMPE et DMPG en combinaison avec le diacétyléne monomere 10,12- l'acide tricosadiynoic
(TRCDA). Ces veésicules montrent une transition colorimétrique irréversible a 640 nm (du bleu
vers le rouge) apres interaction avec la nisine. Les vésicules DMPE/TRCDA ont présenté une
pigmentation rose avec la réponse colorimétrique la plus élevée (CR %) apres traitement avec
5 uM de la nisines en 5 minutes, ce qui suggere la sensibilité de l'analyse et, par conséquent,
sélectionné pour le dépistage a haut débit (HTP) des bactériocines et des halocines produites

par les bactéries lactiques et les haloarchaea, respectivement (Yadav et al., 2017).

L'essai a été appliqué par Yadav et al., (2017) sur 54 souches de bactéries lactiques et
53 haloarchaea pour le dépistage des bactériocines et halocines, respectivement. Parmi ces
souches, trois souches de LAB et cinq souches de haloarchaea se sont révélées non

productrices. Les autres souches ont démontré la présence de bactériocines et d'halocines.

Comparé a d’autres méthodes traditionnelles, s'est averé que le test colorimétrique est
rapide, spécifique et fiable pour le criblage a haut débit des peptides antimicrobiens tels que les
bactériocines et les halocines provenant de souches de productrices isolées de diverses

ressources naturelles (Wang et al., 2019).
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Le criblage génétique est aussi largement utilisé ces derniéres années pour prouver la
présence des genes codants aux bactériocines notamment la PCR array qui a démontré sa

capacité.

La PCR array est une nouvelle méthode qui permet une identification aisée et rapide de
la présence de génes codant pour la bactériocine. Elle est basée sur les génes connus des
bactériocines apparentés aux entérocoques disponibles sur la base de données NCBI GenBank
(Jiong et al., 2018)

Henning et al., (2015) ont utilisé cette methode pour cribler 22 isolats d'Enterococcus
obtenus a partir d'aliments et d'animaux pour leurs activités antimicrobienne contre Listeria
monocytogenes tout en utilisant 16 séries d'amorces. De ces isolats, 15 contenait deux génes de
bactériocine, sept contenaient trois genes différents et trois isolats contenaient quatre génes de
bactériocine différents. La présence de multiples génes de bactériocine suggéere un mélange
antimicrobien puissant, cependant, cela ne signifie pas nécessairement qu'ils sont tous produits

simultanément.

Cependant, les différentes souches de bactéries productrices de bactériocines
contiennent différentes séquences de genes liés aux bactériocines ; Par conséquent, ces
nouvelles méthodes de dépistage exigent des paires d'amorces a concevoir pour chaque souche

productrice de bactériocine (Henning et al., 2015)

Aprés avoir prouve la capacité des souches de produire les bactériocines ces souches ont

subi par la suite des tests d'identification.

2. Identification
Apres le processus de sélection, les souches productrices de bactériocine doivent étre
identifiés. Typiquement, par des tests physiologiques, biochimiques et par le séquencage des

genes d'ADNr 16S (Jiong et al., 2018).

Des parametres comme, 1’effet du pH, le traitement thermique et I’action des enzymes
protéolytiques sur les bactériocines sont également effectuées afin d'évaluer le comportement
des bactériocines en vue d'une application ultérieure dans différentes matrices alimentaires, ces
tests sont également utiles lors de la purification (Gao et al., 2016 ; Kaskoniené et al., 2017).
Le surnageant de la culture de bactéries est ajusté a différents pH (2,0-12,0), additionné de

différentes enzymes protéolytiques, par exemple la trypsine, a-chymotrypsine, ficine, papaine
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et protéinase K (Kaskoniené et al., 2017). L’évaluation de I'effet du NaCl sur la production de

bactériocine, est également trés précieuse (Castro et al., 2011).

L'activité antibactérienne est aussi évaluée aprés chauffage a haute température ou
autoclavage (Zendo et al., 2005 ; Kabuki et al., 2007). La stabilité de la bactériocine apres
congélation peut également étre évaluée (Castro et al., 2011). Les tests avec des enzymes non
protéolytiques, catalase et a-amylase par exemple, sont également effectués (Sahoo et al.,
2015).

3. Purification

Apres criblage et identification de bactérie productrice de nouvelles bactériocines,
I'étape la plus critique et complexe est la purification. Cette étape prend beaucoup de temps et
demande beaucoup de travail. Actuellement, les méthodes de purification sont sélectionnées
sur la base des proprietés de masse et de charge de la bactériocine. Les méthodes majeures de
purification utilisées dans la découverte des bactériocines au cours des six derniéres années sont

résumees dans le tableau 3 (Jiong et al., 2018).

Parmi les nouvelles bactériocines découvertes au cours de ces derniéres années, la
plupart ont été identifiées par précipitation au sulfate d'ammonium, chromatographie d'échange
d'ions (IEC) ou RP-HPLC. Cependant, parce que la purification la plus appropriee dépend des
caractéristiques de la bactériocine d'intérét, il n'existe pas de méthode unique adaptée a toutes

les bactériocines (Jiong et al., 2018).
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Tableau 3 : Principales méthodes de purification utilisées pour la découverte de bactériocines au cours des 6 derniéres années (Jiong et

al., 2018)
Bactériocines Bactérie Gram Source Taille Processus de purification
BLIS Pediococcus + Caillé de lait iranien sec / Précipitation de tensioactifs,
extraction au solvant (Wong et al.,
acidilactici Kp10
2017)
Acidocin Lactobacillus acidophilus + Lait acidifié Approximativement Précipitation au sulfate
M1 6600 Da d'ammonium, chromatographie sur
gel (Mohammed et al., 2017)
Enterocin Enterococcus faecalis L11 + Traditionnel concombre Approximativement Extraction a I'éthanol,
L11 Chinois fermenté 6800 Da chromatographie sur glucosane
réticulé (Gao et al.,
2016)
A3 Weissella confusa + Produit létier Approximativement Précipitation au sulfate

A3

2700 Da

d'ammonium, chromatographie
d’échange de cations, résine
macroréticulaire,
RP-HPLC (Goh & Phili, 2015)
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Bifidocin A

Bifidobacterium

BB04

Intestins des centenaires

1198.68 Da

Dialyse, chromatographie échange
de cations, chromatographie par
filtration sur gel, RP-HPLC (Liu et
al., 2015)

Pentocin JL-
1

Lactobacillus pentosus

Intestins de Chiloscyllium

punctatum

2987.23Da

Absorption, élution, lyophilisation,
chromatographie d'échange de
cations, Chromatographie
d'exclusion, HPLC (Jiang et al.,
2017)

DY4-2

Lactobacillus plantarum

Trichiurus lepturus

1465 Da

Extraction a l'acétate d'éthyle,
ultrafiltration, Chromatographie
d'exclusion, HPLC (Xinran et al.,
2018)

SLG10

Lactobacillus plantarum
SLG10

Kombucha (boisson
fermentée traditionnelle dans
le sud de la Chine)

1422 Da

Chromatographie sur colonne,
élution contrélée par
spectrophotomeétrie, lyophilisée,
RP-HPLC (Jinjin et al., 2019)
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Enterocin Enterococcus faecium Céleri marinée 5520 Da Précipitation au sulfate
TJUQ1 TJUQ1 d’ammonium, chromatographie
phase inversée, chromatographie
d'échange de cations (Xiaoxiao et
al., 2019)
LF-BZ532 Lactobacillus fermentum Boisson chinoise aux céréales 1105.563 Da Précipitation au sulfate

BZ532

fermentée (bozai)

d’ammonium, chromatographie
d'échange de cations, RP-HPLC
(Hafiz et al., 2020)
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3.1. Méthodes typiques de purification

Les méthodes de purification conventionnelles consistent généralement a une
précipitation au sulfate d’ammonium ou a base de solvant et des techniques basées sur la
chromatographie telles que la chromatographie d'échange d'ions, la chromatographie
d’interaction hydrophobe, la chromatographie par filtration sur gel et la chromatographie

liquide a haute pression en phase inversée (De Vuyst & Leroy, 2007).

La purification par précipitation en phase solide, en particulier celle au sulfate
d'ammonium nécessite une précipitation graduelle pour obtenir des extraits purs.
Toutefois, au cours de ce processus, des ions de sel sont introduits et 1’élimination de ces ions
complique le processus de purification. La précipitation a l'acétone et I'extraction a I'éthanol
sont egalement utilisées pour I'extraction (Saraniya & Jeevaratnam, 2014 ; Gaoetal., 2016) ;
ces processus sont plus simples et ne nécessitent pas d'étape de dessalage. Alors qu’ils peuvent
réduire la bioactivité de la bactériocine. Une autre méthode courante de purification utilise une

résine macroporeuse (Sawa et al., 2013 ; Zhu et al., 2014).

La purification par résine macroporeuse implique l'utilisation d'isopropanol pour éluer
les composés actifs. L'isopropanol doit ensuite étre éliminé de la solution d'extraction par

évaporation rotative. (Jiong et al., 2018).

Apres que les composés actifs aient été concentres lors de la purification du brut, d'autres
étapes de purification sont généralement nécessaires dont IEC est ’'une des méthodes courantes.
Dans cette méthode, la bactériocine cible est separée des autres impuretés sur la base de ses
propriétés de charge. L'IEC est une méthode flexible et peut étre optimisée en sélectionnant
I'échangeur d'ions le plus approprié et en controlant le pH et la force ionique du tampon. Elle
peut étre utilisée avec un échange d'anions ou de cations. La chromatographie d'échange de
cations est plus couramment utilisée pour la purification des bactériocines car la plupart des
bactériocines portent des charges négatives. Pendant I'EC, les tampons de phosphate et
d'acétate sont utilisés pour I'élution. Une étape de dessalage est aussi nécessaire, parce que de

nombreux sels ioniques sont introduits au cours de ce processus, (Jiong et al., 2018).

Parmi les méthodes de purification, on peut citer aussi la GFC, qui consiste a purifier
les bactériocines en fonction de leur masse moléculaire. Selon (Song et al., 2014 ; Jiang et al.,
2017), cette méthode est considérée comme étant I'une des plus largement utilisés. Elle est basée

sur la masse moléculaire ou volume hydrodynamique (Heitz, 1970). Puisque les masses
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moléculaires des bactériocines varient considérablement, diverses colonnes de gel (Sephadex
et Sepharose) sont disponibles.

La RP-HPLC est typiquement I'étape finale du processus GFC ; tout comme la majorité

des méthodes de purification des bactériocines ; pour confirmer la pureté de la solution (Jiong
et al., 2018).
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Figure 15 : Diagramme schématique du processus possibles de purification des
bactériocines (Jiong et al., 2018)
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3.2. Méthodes efficaces de purification
La figure 15 montre que la purification des nouvelles bactériocines peut étre un
processus incertain et complexe. C'est pourquoi des efforts sont faits pour simplifier le

processus de purification (Jiong et al., 2018).

Wong et al., (2017) ont utilisé la précipitation des tensioactifs dans une premiére
tentative pour purifier la bactériocine BLIS du bouillon de fermentation de Pediococcus
acidilactici Kp10. Dans cette technique, les protéines cibles sont solubilisées a I'intérieur du
noyau polaire des micelles (piégeage), et sont stabilisées par I'enveloppe tensioactive qui les
protége de la dénaturation par la phase organique. La récupération des protéines du précipité a
été réalisée par extraction au solvant, et le type de solvant, la concentration de NaCl et la force
ionique de la solution finale ont été optimisés. Les conditions optimales étaient les suivantes :
1,05 mM d'AOT a pH 4 pour la précipitation, et extraction a I'acétone (avec 1 mM de NaCl),
ce quia donné avec un rendement de 86,3 % et un facteur de purification de 53,8. Cette méthode

est rapide, simple et rentable, car seules de petites quantités de surfactants sont nécessaires.

ATPs est considérée comme une bonne technique alternative de purification pour la
séparation, I'extraction et la concentration des biomolécules en raison de sa productivité élevee,
sa simplicité, son temps de traitement court, sa rentabilité, son évolutivité et de sa polyvalence
(Norfariza et al., 2018). Deux phases se forment lorsque deux polymeres ou sels polymeéres/
inorganiques incompatibles sont mélangés dans I'eau au-dessus d'une certaine concentration
critique qui se caractérise par une forte teneur en eau (80/ 90%) et une faible tension interfaciale
(Lappe et al., 2012). En général, il existe deux types d'ATPS : un systéeme a base de polymere
et un systeme a base de polymere/sel, dont les exemples les plus courants sont des systemes a
base de polyéthyléne glycol (PEG)/dextran et de PEG/phosphate de potassium (Przybycien et
al., 2004).

Abbasiliasi et al., (2014) ont purifié aussi une BLIS a partir d’un bouillon de
fermentation d'une Pediococcus acidilactici Kp10 en utilisant un ATPS composé de PEG et
citrate de sodium ; la procédure détaillée est illustrée dans Figure 16. La purification enregistrée
était de 8,43 fois avec un rendement de 81,18% atteint a 26,5% PEG (8000) / 11% citrate de
sodium avec une longueur de trait (TLL) de 46,38% (p / p), rapport volumique des phases
supérieure et inférieure (VR) de 1,8 et 1,8% charge brute a pH 7 sans ajout de NaCl. D'ou le
potentiel de I'ATPS comme méthode principale de récupération de la bactériocine a partir d'un

bouillon de fermentation complexe est évident.
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Figure 16 : Diagramme schématique de la purification BLIS via ATPS réalisée par
Abbasiliasi et al., (2014)

En outre, les chercheurs ont maintenant détourné leur attention vers des programmes de
purification de bactériocine qui sont plus simples en termes de conception et de fonctionnement
des équipements, de colt et d'économie d'énergie, et des temps de traitement plus courts par
rapport aux méthodes traditionnels basées sur la chromatographie, tout en offrant une meilleure

purification (Norfariza et al., 2018).

4. Caractérisation

La méthode SDS-PAGE est utilisé pour I'évaluation de la masse molaire approximative
de bactériocines nouvellement isolées (Gray et al., 2006 ; Gao et al., 2015). Notons que la
MALDI-TOF-MS est également un outil utile pour la caractérisation des bactériocines. Cette

méthode peut étre utilisée pour déterminer la masse moléculaire et la caractérisation structurelle
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des macromolécules rapidement et facilement avec une grande sensibilité sur une large gamme
de masses détectables. Cependant, la présence inévitable de sodium et de potassium dans la
solution de I'échantillon signifie que des agglomérats de cations adduits sont couramment

détectés par les spectres, ce qui entraine une sensibilité réduite (Jiong et al., 2018).

LC-ESI-MS est aussi utilisée pour déterminer la masse moléculaire et la séquence
d'acides aminés des bactériocines. Cette technique a l'avantage d'étre trés spécifique et sensible
et offre la possibilité d'applications a haut débit. Cependant, les composants de la matrice de
co-élution facilement négligeables dans les chromatogrammes peuvent avoir des effets néfastes
sur les analyses, car ils peuvent conduire a I'amélioration de l'analyte ou la suppression des ions
(Eeckhaut et al., 2010 ; Jiong et al., 2018).

On peut voir que I'ensemble du processus analytique comprend plusieurs étapes : le
criblage de l'activité antibactérienne, la purification et la concentration de la bactériocine et
enfin la détection et la caractérisation. Donc le choix de la méthode appropriée doit étre en
fonction de l'objectif de la recherche (confirmation de la présence de bactériocine ou
caractérisation et purification détaillées), de la quantité d'échantillons analysés, de la sensibilité

de la méthode et le prix (Norfariza et al., 2018 ; Kaskoniené¢ et al., 2017).

En plus des limites associees au processus analytique, il y’a aussi celles qui sont
associées a utilisation des bactériocines comme conservateurs alimentaires naturels. Parmi ces

limites citons a titre indicatif :

 Leur spectre d’activité restreint, qui ne permet d'éliminer que certaines bactéries
étroitement apparentées qui altérent les aliments.

w Leur besoin de dosage élevé pour inhiber les bactéries MDR présentes dans
I'eau et les aliments (Saravana &Annalakshmi, 2012).

w Leur sensibilité aux enzymes protéolytiques (Bradshaw, 2003).

w Leur colt de production élevé et un faible rendement d0 a une récupération
inefficace par les méthodes de purification, ainsi que les limites illustrées dans

le tableau ci-dessous.
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Tableau 4 : Efficacité de la bactériocine dans les aliments : facteurs limitants
(Galvez et al., 2007)

Facteurs liés a I'aliment

= Conditions de transformation des aliments

= Température de stockage des aliments

= pH alimentaire et instabilité de la bactériocine aux changements de pH
= Inactivation par des enzymes alimentaires

= [nteraction avec les additifs / ingrédients alimentaires

= Adsorption de bactériocine sur les composants d’aliment

= Faible solubilité et répartition inégale dans la matrice alimentaire

= Stabilité limitée de la bactériocine pendant la durée de conservation des aliments

Le microbiote alimentaire

= Charge microbienne
= Diversité microbhienne
= Sensibilité a la bactériocine

= Interactions microbiennes dans le systeme alimentaire

Les bactéries cibles

= Charge microbienne

= Sensibilité a la bactériocine

= Phase physiologique (croissance, repos, affamé ou viable mais non cultivable,
cellules stressées ou sub-Iétales blessées, endospores ...)

= Protection par barriéres physico-chimiques (microcolonies, biofilms, slime)

= Développement de la résistance / adaptation

Les scientifiques sont constamment a la recherche d'une maniere efficiente pour trouver
des solutions a certaines de ces limitations. Derniérement diverses études ont été menées pour
optimiser les méthodes de purification et de production pour obtenir un rendement élevé en
bactériocines (Parada et al., 2007). Cependant, un autre domaine qui offre un grand espoir
pour surmonter de ces limites est l'utilisation de la nanotechnologie pour I’augmentation de la
stabilité et la durée de conservation des aliments, pour améliorer le spectre antimicrobien des
bactériocines et assurer la sécurité de I’emballage (Parveen & Kiran, 2019). Dans ce sens des
méthodologies relativement nouvelles telles que la nano-encapsulation (nanoparticules
métalliques, chitosane, nanofibres, et liposomes) sont envisagés pour protéger les bactériocines

contre la dégradation, ainsi améliorant I’effet conservative (Gobinath et al., 2019)
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5. Bactériocine-nanoconjugués

Selon le U.K. House of Lords Science & Technology Committee, la nanotechnologie
est la manipulation de matériaux et de structures fonctionnels a I'échelle nanométrique avec des
diametres allant de 1 & <1000 nm (Klaessig et al., 2011). Il s'agit d'une technologie assez
nouvelle qui a plusieurs applications dans divers domaines scientifiques en raison des

caracteristiques uniques des nanoparticules synthétisées (Chou et al., 2011).

L'intégration de la nanotechnologie et de la biotechnologie ouvre la porte a des
possibilités illimitées et a des perspectives pour résoudre les probléemes liés a la diversité des
produits biologiques (Fahim et al., 2016). Grace a cette intégration, il est possible d'assurer
une distribution efficace, un ciblage, une protection contre la dégradation, en plus de
I'amelioration de la puissance de la substance et de ses propriétés physico-chimiques
(Farokhzad & Langer, 2009).

Les bactériocines sont I'un des nombreux exemples qui peuvent bénéficier de cette
combinaison. Par exemple, la nanoencapsulation des bactériocines destinées a étre utilisées
comme bio-conservateurs, il pourrait les protéger de la dégradation par les enzymes
proteolytiques, en plus de les sauver des interactions indésirables avec d'autres composants
alimentaires, et donc, d'augmenter leur stabilité pour des plus longues périodes possibles
(Brandelli, 2012).

La nanoencapsulation de bactériocine a permis le développement de nouveaux
emballages antimicrobiens pour la conservation des aliments, qui a non seulement augmente le
spectre antimicrobien des bactériocines, mais a également amélioré la durée de conservation
des aliments sans provoquer d'altération des composants alimentaires (Lopes & Brandelli,
2017 ; Parveen & Kiran, 2019).

5.1. Bactériocine

Les deux formes de bactériocines les plus courantes sont la nisine et la pédiocine. La
nisine a été signalée comme étant active contre les bactéries a Gram positif, dont
Staphylococcus aureus et Listeria monocytogenes, qui sont des micro-organismes hautement
pathogenes altérant les aliments. Toutefois, elle s'est avérée peu efficace contre les bactéries a
Gram négatif, levures et moisissures (Zacharof & Lovitt, 2012). La pédiocine PA-1 est
également un antibactérien prometteur contre une importante bactérie qui altere les aliments,
Listeria monocytogenes, mais son spectre d'activité est limité par rapport a la nisine

(Benmechernene et al., 2013 ; Ovchinnikov et al., 2016). Comme il a était déja signaler seul
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ces deux bactériocines sont autorisées pour étre utiliser comme conservateur alimentaire

naturel.

5.1.1 Mécanisme d’action et le développement de la résistance

Le mécanisme d'action des bactériocines n'est pas encore completement élucidé. Il a été
initialement proposé que ces peptides jouent un role sur les membranes des cellules
microbiennes, entrainant la formation de pores et I'effondrement des cellules. Néanmoins, des
études récentes ont indiqué d'autres modes d'action possibles, notamment l'interaction avec des
cibles intracellulaires spécifiques et perturbation du métabolisme bactérien, inhibition de la
synthése des acides nucléiques et des protéines, interférence avec la formation des composants
cellulaires (par exemple, la paroi cellulaire) et inhibition de l'activité enzymatique (Johnson et
al., 2018).

La premiere étape de l'interaction entre un peptide et une cellule bactérienne cible, quel
que soit le mecanisme d'action, est l'attraction entre le peptide et la membrane cellulaire. Cela
est di a la propriété anionique de la surface des cellules bactériennes composée de
phosphatidyléthanolamine (PE), phosphatidylglycérol (PG), lipopolysaccharide (LPS), acide
lipoteichoique (LTA) et cardiolipine (CL), qu’est la cible commune exploitée par les
bactériocines cationiques. Les bactériocines prennent des configurations permettant aux
groupes chargés positivement d'interagir avec la surface de la cellule bactérienne chargée
négativement, tandis que les surfaces hydrophobes sont alignées vers la membrane et traversent
la bicouche lipidique. Ensuite, les peptides s‘associent ou se polymérisent pour former des
complexes (Rashmi et al., 2019). Les bactériocines induisent la perméabilisation de la
membrane cellulaire des bactéries cibles, probablement en formant des pores sélectifs aux ions
qui provoquent la dissipation de la force motrice des protons et I'épuisement de I'ATP
intracellulaire (Christensen & Hutkins, 1992), la fuite des substrats intracellulaires, et
finalement la mort. L'entérocine CRL35; une bactériocine de classe Il synthétisé par
Enterococcus faecium CRL35 ; crée des trous localises dans la paroi cellulaire et la membrane
de Listeria monocytogenes, et entraine ainsi I'effondrement de la force protomotrice (Minahk
et al., 2000).

Certaines bactériocines nécessitent la molécule d'ancrage telle que le lipide Il ou le
mannose perméase du systéeme phosphotransférase pour interagir avec les membranes
(Héchard & Sahl., 2002). Cependant, une étude ultérieure sur la Garvicine ML, bactériocine
circulaire de classe Il ¢ dérivée de Lactococcus garvieae DCC43, a suggeéré que la Garvicine

ML a un double mode d’action. Outre le mécanisme de destruction des interactions
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électrostatique non récepteur, un maltose ABC- la protéine de transport sert de récepteur ciblé
de la Garvicine ML, ce qui facilite I’efflux de solutés intracellulaires qui méne éventuellement

a la mort cellulaire (Gabrielsen et al., 2012)

Comme la charge de la surface de la membrane bactérienne et la fluidité de la
membrane sont les deux propriétés bactériennes exploitées par les bactériocines pendant
l'attaque, la manipulation de ces propriétés rend les bactériocines inefficaces, ce qui entraine
une résistance aux bactériocines (Rashmi et al., 2019). Les bactéries cibles est acquise cette

résistance par différents mécanismes qui sont résume dans le tableau 5.

Tableau 5: Mécanisme de développement de la résistance des bactéries aux
différentes AMP (Rashmi et al., 2019)

AMPs Bactéries Raisons suggérées pour la résistance

Pediocine E. faecalis Modification de la composition en acides gras de la

Leucocine A L. monocytogenes  membrane ; augmentation de la teneur en D-alanine
de l'acide teichoique de la paroi ; augmentation de la

teneur en L-lysine des phospholipides membranaires

Nisine C. difficile, D-alanylation de I'acide teichoique
L. lactis,
S. pneumoniae et
E. faecalis
L. monocytogenes  Changements de composition des lipides

membranaires
S. bovis Plus de teneur en acide teichoique

S. aureus Augmentation du nombre de copies de I'opéron dlt

Mesenterocin = Leuconostoc et
52A Weissella Modification de la composition de la membrane en

Mundticine  E. faecium acides gras

Rage | 64



N aurelles méthodes de détection des baclériocines . (Review biblisgraphique

L'utilisation directe d'antibactériens ou d'antibiotiques étant limitée pour de nombreuses
raisons, telles que la création de bactéries resistantes aux antibactériens ou les restrictions liées
aux aliments, I'application de nanocarriers a base de lipides ; par exemple ; contenant des agents
antibactériens joue un réle remarquable dans la lutte contre les maladies d'origine alimentaire,

en particulier les bactéries résistantes aux antibiotiques (Rashmi et al., 2019).

5.2. Interaction des bactériocines avec des nanoparticules pour une

augmentation de I’efficacité antimicrobienne

L'intégration de la nanotechnologie et la biotechnologie peut étre considérée comme un
exemple plus récent pour surmonter les obstacles. La recherche dans le domaine de la
nanotechnologie dans les deux dernieres décennies a ouvert des portes a des opportunités
illimitées pour résoudre plusieurs problémes. Les nano-encapsulations des bactériocines
lorsqu’elles sont utilisées dans la conservation des aliments, elles les protégent de la dégradation
par les enzymes gastro-intestinales, et peuvent également augmenter leur rendement
commercial et leur stabilité. Pour formation de nano-encapsulations, différentes approches ont
été utilise par différents scientifiques pour conjuguer des bactériocines avec nanoparticules
(Fahim et al., 2016). Certains des approches communes comprennent (a) l'encapsulation des
bactériocines dans les nanoliposomes (b) conjugaison de bactériocines avec des nanoparticules

de chitosane et (c) l'interaction des bactériocines avec les nanoparticules métalliques.

5.2.1. Encapsulation des bactériocines dans des nanoliposomes
Les liposomes sont des transporteurs, contenant des lipides polaires (tels que la
phosphatidyléthanolamine ou phosphatidylcholine) ou une combinaison de lipides polaire avec

I’ergostérol ou le cholestérol, qui participent a la création de bicouche (Ghorbanzade et al.,
2017).

De nombreuses études ont utilisé le cholestérol comme lipide et la phosphatidylcholine
comme émulsifiant pour produire des liposomes qui ont des formes sphériques de nano a micro.
Ces structures contiennent des membranes amphiphiles simples ou multiples. Nanoliposomes,
possédant des membranes monocouches qui sont divisées en deux types de vésicules
unilamellaires (SUV) avec des tailles inférieures a 30 nm et grandes vésicules unilamellaires
(LUV) avec des tailles comprises entre 30 et 100 nm (Khorasani et al., 2018). En outre, les
liposomes, ayant plusieurs membranes, ont deux types de vésicules multilamellaires (MLV) et

vésicules multivesiculaires (MVV) (Fu et al., 2016).
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Ces transporteurs peuvent piéger et libérer un large spectre de substances hydrophiles,
hydrophobes et amphiphiles en raison de la présence des phases aqueuse et lipidique dans leurs
structures. Dans les vésicules des liposomes, les groupes polaires de phospholipides se sont
développés vers la phase aqueuse, existait a l'intérieur et a I'extérieur des liposomes, tandis que
les chaines aliphatiques d'hydrocarbures hydrophobes sont présentées dans les couches
membranaires (Yousefi et al., 2019).

SUV: small unilamellar vesicle
LUV: large unilamellar vesicle
DBV: double bilayer vesicle
OLV: oligolamellar vesicle

MLV: multilamellar vesicle

GUV: giant unilamellar vesicle

MVV: multivesicular vesicle SUV LUV DBV oLV

MLV GUV MWV

Figure 17 : Différents types de liposomes et nanoliposomes en fonction de leur
nombre de bicouches, de vésicules internalisées et de leurs taille (Khorasani et al.,
2018)

Encapsulation par les liposomes a montré qu'elle protége les composés encapsulés des

altérations environnementales et physico-chimiques (Mozafari et al., 2008 a, b).

L'encapsulation des bactériocines par les liposomes est réalisée par une méthode
courante connue sous le nom d'hydratation en couche mince (Figure 18). Dans cette méthode,
le lipide synthétisé chimiquement est hydraté avec un tampon aqueux contenant de la
bactériocine a une température supérieure a celle de la transition de la phase lipidique. 1l en
résulte une population hétérogene de vésicules multilamellaires d'environ> 400 nm dans

lesquelles les bactériocines sont encapsulées ; celles-ci sont ensuite transformés en petits
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vésicules homogenes unilamellaires d'environ 20 a 80 nm par sonication ou chauffage ou

extrusion de membrane (Sharma & Sharma, 1997 ; Jesorka & Orwar, 2008).
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Figure 18 : Représentation schématique de la synthése des bactériocines encapsuléees
par des nanoliposomes :(a). Représentation schématique de I'encapsulation des
bactériocines dans les nanoliposomes (b). Représentation schématique de la méthode
d'hydratation en couches minces (Parveen & Kiran, 2019)

L’encapsulation de la nisine dans la phosphatidylcholine aboutie a un matériau
d'emballage actif prometteur qui présentait une forte activité inhibitrice contre la flore
d’altération, Listeria monocytogenes, lorsqu'elle est incorporée dans des membranes a base de

biopolymeres de gélatine ou de cellulose (Boelter & Brandelli, 2016).

5.2.2. Conjugaison avec des nanoparticules de chitosane

Outre les nanoparticules a base de lipides, les nanoparticules polymériques ont
également suscité beaucoup d'attention en raison de leurs immenses applications en matiére de
thérapeutique et de securité alimentaire (Parveen & Kiran, 2019). Le chitosane est un
polymere biodégradable, biocompatible, bactéricide et non toxique. En plus de cela, le
chitosane se caractérise par son activité antibactérienne, antifongiques, antiprotozoaires et

anticancéreuses. Par conséquent, il a été utilisé dans le domaine de la médecine et de la

Rage | 67



N ourelles méthodes de détection des bavtériooines . (Review bibliagraphigue

biotechnologie pour interagir avec différents composés (Figure 19 a). La conjugaison
chitosane-bactériocine est généralement atteinte par la méthode de gélification ionique décrite
par Namasivayam et al. (2015) (figure 19 b).

Dans cette méthode, le chitosane et la suspension de bactériocine sont mélangées dans
de l'acide acétique a 1% et sont agitées a température ambiante avec l'ajout goutte a goutte de
sodium tripolyphosphate (TPP). La préparation est centrifugée et les bactériocines incorporées

au chitosane qui peuvent étre lyophilisés pour une utilisation ultérieure.
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Figure 19 : Représentation schematique de la synthese des bactériocines encapsulées
par des nanoparticules de chitosane : (a). Représentation schématique des bactériocines
encapsulées dans des nanoparticules de chitosane. (b). Représentation schématique de la
méthode de gélification ionique (Parveen & Kiran, 2019)

Concernant son activité biologique, les nanoparticules de chitosane chargées de nisine
ont révélé une activité antimicrobienne deux fois plus élevée que celle de la nisine seule,

examinés contre Staphylococcus aureus ATCC 19 117 (Zohri et al., 2010).

Une étude similaire a été rapportée par Namasivayam et al., (2015), le nanoconjugué
de chitosane chargé de bactériocines a été testé pour son activité antimicrobienne contre

Listeria monocytogenes, qui indiquait que tous les nanoconjugués a montré une activité
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antimicrobienne accrue. L'augmentation de la zone d'inhibition était plus prometteuse dans le

nanoconjugué que dans les bactériocines libres.

5.2.3. Interaction des bactériocines avec des nanoparticules métalliques

Les nanoparticules métalliques comme l'or, l'argent, le cuivre, le zinc ont montré une
activité antimicrobienne puissant contre les bactéries pathogénes (Yoon et al., 2007 ; Kuo et
al., 2009 ; Raghupathi et al., 2011). Généralement, cela est d0 a la grande surface de ces
nanoparticules chargées positivement, ce qui facilite leur liaison & la membrane bactérienne
chargée négativement. Les bactéries ciblées sont ensuite tuées par le stress oxydatif induit par
les espéces réactives d'oxygene générées, ainsi que par la toxicité des ions métalliques libres
qui sont accumulés. (Seil & Webster, 2012). Ce mécanisme d'action proposé définit les
nanoparticules metalligues comme une approche prometteuse pour resoudre le probleme de

résistance aux antimicrobiens (Fahim et al., 2016).

Récemment, quelques études ont signalé le développement d’outil antibiotique utilisant
des bactériocines et des nanoparticules qui sont également non toxique pour I'homme et peut
étre synthéetise par une méthode plus sire. L'une des nanoparticules les plus couramment
utilisées, a savoir l'argent a longtemps été connu pour son activité antimicrobienne et pour
I’induction de toxicité pour les micro-organismes. Les propriétés antimicrobiennes de l'argent
nanoparticules peuvent étre utilisées pour améliorer le spectre antimicrobien des bactériocines
car elles ont elles-mémes d'énormes potentiel antibactériens et promesse de cibler les espéces
pathogenes d'origine alimentaire (Fayaz et al., 2010 ; Duncan, 2011). Par conséquent, ceux-ci
ont été suggérés pour étre le candidat le plus approprié pour la conjugaison avec des
bactériocines. Sharma et al., (2012) ont signalé une méthode verte en une seule étape de
synthese de nanoparticules d'argent (Figure 20) conjuguées a un peptide antibactérien

provenant de bactéries lactiques.
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Figure 20 : Représentation schematique de la synthese verte de bactériocine coiffées
de nanoparticules d'argent (Parveen & Kiran, 2019)

Les entérocines recouvertes de nanoparticules dargent (En-SNP) ont montré une
inhibition a large spectre contre un certain nombre de bactéries pathogenes d'origine alimentaire
sans toxicité notable pour les globules rouges, ce qui révele que les En-SNP présentent une
activité antibactérienne beaucoup plus importante que les S-NP synthétisés chimiquement, sans

utiliser de produits chimiques dangereux (Parveen & Kiran, 2019).

Pandit et al., (2017) ont synthétisé des nanoparticules d'argent a partir de l'extrait de
citrates de Cymbopogon et les a conjugués avec la nisine pour former un conjugué de nano-
bactériocine. L'activité antimicrobienne in vitro du bioconjugué d'argent a été évaluée par
rapport a divers micro-organismes d‘altération et les résultats ont montré un potentiel

antimicrobien accru de la nisine apres conjugaison avec l'argent nanoparticules.
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Les bactéries lactiques sont utilisées depuis des siécles pour la production et la
conservation des produits alimentaires. En outre, ces bactéries ont la capacité de produire des
peptides antimicrobiens « bactériocines », doués d’activités inhibitrices dirigées notamment
contre plusieurs bactéries indésirables, pathogénes, d’altération ou résistantes aux antibiotiques,
ce qui renforcent cette propriété de bioconservation. Actuellement, les bactériocines sont des
substitutes prometteuses aux antibiotiques existants qui deviennent moins efficaces aux
résistants développés par les microorganismes. Mais, seules la nisine et la pédiocine sont

autorisée comme conservateur alimentaire.

Dans ce travail nous nous sommes fixés comme objectifs I’asseye de la mise évidence
des bactériocines produites par des entérocoques a partir de deux produits laitiers artisanaux de
la wilaya de Naama en particulier la région de Sfissifa : « Klila » et « Jben » & base de lait crue
de brebis.

C’¢était prévue d’appliqué un protocole de purification des bactériocines basé sur la
technique de la précipitation suivi par la technique de la dialyse, mais malheureusement nous
n’avons pas eu la chance pour appliquer ce processus a cause de situation actuelle de

confinement imposé au niveau national et international pour éviter la pandémie du COVID-19.

Par conséquence on a ajouté une partie qui couvre la diversité des sources des bactéries
lactiques productrices des bactériocines et les différents processus de purification des
bactériocines au cours de ces derniéres années. Généralement, les nouvelles bactériocines sont
découvertes par dépistage conventionnelle avec I'essai « Spot-on-lawn », I'essai de diffusion sur
disque, l'essai de diffusion sur puits d'agar, purifiés par précipitation au sulfate d'ammonium
suivi par IEC ou GFC, et caractérisé par RP-HPLC, Tricine-SDS-PAGE et/ou MALDI-TOF
MS. Cependant, la notion commune de méthodes alternatives répond a I'ambition de "tout sauf
la chromatographie™ qui promet un colt moindre, et un temps de traitement plus court par
rapport aux méthodes conventionnelles basé sur la chromatographie. A la lumiére des éléments
ci-dessus, la méthode basée sur I'extraction liquide-liquide : ATPS semble étre la méthode de

purification primaire de la bactériocine la plus prometteuses.

Enfin, plusieurs limitations ; qui ont été déja cité ; remettent en question l'utilisation des
bactériocines comme agents de conservation naturelle dans les industries alimentaires. Dans ce
sens, les systemes de nanotransporteurs, tels que les nanoparticules a base de lipides, de

glucides, de métaux et de polymeres, représentent des approches prometteuses pour maximiser
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I'utilisation de ces peptides antimicrobiens. Néanmoins, des études avancées doivent étre

menées pour optimiser les formulations des bactériocines-nanoconjugués.

Des tests toxicologiques et d'acceptabilité approfondis doivent également étre réalisés

avant que les produits soient approuveés pour une utilisation a grande échelle.

Ainsi, bien que la science des bactériocines-nanoconjugués soit actuellement dans sa

forme naissante, elle présente un grand potentiel pour révolutionner I'industrie alimentaire.

A propos des perspectives futures pour la continuation et le développement de ce

travail :

I

I

I

I

I

En premier lieu mener a terme la réalisation de la partie pratique du travail ;
Ensuite, la caractérisation structurale des bactériocines et la détection des genes
codant correspondants par PCR ;

L’¢tude de Iactivité antimicrobienne de I’ensemble des bactériocines
probablement identifiées contre un panel plus large de bactéries cibles ;
L’¢étude de ’activité antimicrobienne synergique des bactériocines et des huiles
essentiels des plantes médicales locales.

Enfin on vise la valorisation et 1’industrialisation des produits de terroir, tout en
augmentant leurs durés de conservation et au méme temps en préservant leurs

identités artisanales
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Anneze

Annexe A « milieux de culture »
Bouillon BHIB (Brain Heart Infusion Broth)
Protéose-peptone
Infusion de cervelle de veau
Infusion de coeur de beeuf
Chlorure de sodium
Phosphate disodique

Glucose
Eau distillée
pH 7,4. Stériliser par autoclave a 120°C pendant 15min.
Bouillon MRS (Man Rogosa et Sharpe)
Polypeptone

Extrait de viande

Extrait autolytique de levure
Glucose

Tween 80

Phosphate dipotassique
Acétate de sodium

Citrate d’ammonium
Sulfate de magnésium
Sulfate de manganése

Eau distillée

pH 5,7 Stériliser par autoclave a 120°C pendant 15min.

Eau peptonée tamponnée (EPT)
Peptone
Chlorure de sodium
Phosphate disodique
Phosphate monopotassique

Eau distillée

pH 7,2. Stériliser par autoclave a 120°C pendant 15min.

109
12,59
59

59

29

29
1000ml

109
109
59
209
Iml
29

59

29
0,209
0,059
1000ml

209

59

9

1,59
1000ml
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Gélose MRS (Man Rogosa et Sharpe)
Peptone
Extrait de viande
Extrait de levure
Glucose
Tween 80
Phosphate dipotassique
Acétate de sodium
Citrate triammonium
Sulfate de magnésium
Sulfate de manganése
Eau distillée
pH 6,2 Stériliser par autoclave a 120°C pendant 15min.
Gélose M17
Peptone de caséine
Peptone de viande
Peptone de soja
Extrait de levure
Extrait de viande
Lactose
Glycérophosphate de sodium
Sulfate de magnésium
Acide ascorbique
Agar
Eau distillée
pH 7,2 Stériliser par autoclave a 120°C pendant 15min.
Gélose CATC (Citrate Azide Tween Carbonate)
Peptone de caséine
Extrait de levure
Potassium KH2PO4
Citrate de Sodium
Tween 80
Agar

Eau distillée

pH 7 +/- 0,2 Stériliser par autoclave a 120°C pendant 15min.

10g
10g
59
209
Iml
29

59

29
0,20g
0,05¢
1000ml

2,509
2,509
59
2,509
59

59
199
0,259
0,509
159
1000ml

159
05¢g
06g
05¢g
iml
159
1000ml
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Solutions ajoutées

Carbonate de Sodium 29
TTC 0,19
Azide de Sodium 0,49

Stérilisation des solutions par filtration.

Gélose Muller-Hinton

Extrait de viande 29
Hydrolysat acide de caséine 17,59
Amidon 1,5¢
Agar 109
Eau distillée 1000ml

pH 7,4 Stériliser par autoclave a 120°C pendant 15min.

Gélose de Columbia au sang

Peptones 239
Amidon 19
Chlorure de sodium 5¢
Agar 10g
Sang 50ml

pH 7,3 Stériliser par autoclave a 120°C pendant 15min le milieu de base.
Apreés refroidissement du milieu de base ajouter le sang défibriné stérile dans une zone stérile.

Gélose a ’esculine

Peptones 10g
Esculine 19
Citrate de fer ammoniacal 19
Agar 159
Eau distillée 1000ml

pH 7,5 Stériliser par autoclave a 120°C pendant 15min.



Anneze

Annexe B « Coloration de Gram »

La coloration de Gram a été effectuée selon le protocole décrit par Prescott et al., 2003.

1. Déposer une goutte d‘eau physiologique stérile sur une lame bien propre

2. Prélever un échantillon de colonie et mélanger avec la goutte d‘eau, strier et sécher par
passage rapide sur la flamme d‘un bec benzene

3. Couvrir le frottis par du cristal violet pendant 60 secondes

4. Laver 1‘exces du colorant avec de 1°eau distillée

5. Couvrir de Lugol pendant 30 secondes

6. Laver a 1°‘eau distillée pendant 5 secondes

7. Rincer immédiatement le frottis avec I’alcool en inclinant la lame et par goutte a goutte
jusqu‘a disparition complete de la coloration violette

8. Laver a 1‘cau distillée pendant 5 secondes

9. Couvrir avec de la fuschine pendant 15 secondes

10. Laver a I‘eau distillée pendant 10 secondes

11. Déposer une goutte d‘huile a immersion sur le frottis et observer au microscope a un fort
grossissement.

Les cellules Gram+ absorbent la couleur du cristal violet et demeurent bleues violettes en

apparence, contrairement aux cellules Gram- qui apparaissent distinctement rosatres.



