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Résumé

La bioconservation est une nouvelle approche de conservation basée sur I'utilisation des
méthodes impliquant des conservateurs biologiques. La biopréservation utilise des
microorganismes antagonistes et leurs métabolites pour prévenir ou tuer les microorganismes

nocifs dans les aliments.

Selon les chercheurs, les substances antimicrobiennes ou leurs souches productrices
pourraient étre utilisees comme agents préventifs et méme thérapeutiques afin de controler les
infections d’origine bactérienne. Plusieurs types d’inhibiteurs sont produits par les bactéries
lactiques. Ils proviennent souvent de produits finaux meétaboliques qui agissent comme des
antibiotiques et sont appelés bactériocines. Ce sont des protéines bactéricides ayant une activité
antimicrobienne. Elles sont divisées en quatre classes : lantibiotiques, peptides non modifiés,
bactériolysine et bactériocines complexes. Elles sont synthétisées sous forme de précurseurs,
qui sont traités et modifiés de maniere post-traductionnelle puis elles sont transportées et clivées
pour genérer la forme mature. Leur mode d’action conduit principalement a la formation d'un
pore dans la membrane de la bactérie cible. Ce qui provoque des fuites entrainant des effets
néfastes sur la cellule cible. Plusieurs bactériocines sont synthétisées par ces bactéries lactiques

tels que : nisine, pediocine PAL, sakacine A et lactococcine...etc.

Elles ont été utilisées pour contrdler des bactéries pathogenes telles que Listeria
monocytogenes dans les produits laitiers, les produits carnés, les produits marins, les légumes
et les fruits et leurs boissons. La nisine s'est avérée efficace comme agent de conservation

biologique reconnu dans le monde entier.

Enfin, les bactériocines sont des molécules prometteuses en tant que préservateurs naturels

alternatifs, qui réduisent l'altération des aliments et assurent la santé du consommateur.

Mot clés : Bactéries lactiques, bactériocine, bioconservation, aliments, bactéries

pathogenes.



Abstract

Biopreservation is a new approach of preservation based on the use of methods
involving biological preservatives. Biopreservation uses antagonistic microorganisms and their

metabolites to prevent or kill harmful microorganisms in food.

According to the researchers, antimicrobial substances or their producer strains could
be used as preventive and even therapeutic agents to control the bacterial infections. Lactic acid
bacteria produce several types of inhibitors. They often derived from metabolic products that
act as antibiotics and called bacteriocins. These are bactericidal proteins with antimicrobial
activity. They divided into four classes: lantibiotics, unmodified peptides, bacteriolysin and
complexes bacteriocins. They synthesized as precursors, which processed and modified post-
transnationally then they transported and cleaved to generate the mature form. Their mode of
action leads mainly to the formation of a pore in the membrane of the target bacterium. This
causes leakage leading to adverse effects on the target cell. Several bacteriocins are synthesized

by these lactic acid bacteria such as: nisin, pediocin PA1, sakacin A and lactococcin...etc.

They have used to control pathogenic bacteria such as Listeria monocytogenes in dairy
products, meat products, marine products, vegetables and fruits and their drinks. Nisin has

proven to be an effective biological preservative that recognized in the world.

Finally, bacteriocins are promising molecules as alternative natural preservatives, which

reduce food spoilage and ensure consumer health.

Key words: Lactic acid bacteria, bacteriocin, bioconservation, food, pathogenic

bacteria.
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Introduction

Les bactéries lactiques (BL) sont des étres vivants procaryotes utilisées depuis des
milliers d'années pour protéger une gamme d'aliments par la production des composées
antimicrobiennes soit non peptidiqgues comme les acides organiques, le péroxyde
d’hydrogéne et le diacétyle ou peptidiques comme les bactériocines, qui empéchent la

croissance des bactéries pathogénes (Reis et al., 2012 ; Siedler et al., 2019).

La contamination des produits alimentaires par des micro-organismes provenant de
diverses sources est une préoccupation majeure, car elle affecte non seulement la qualité des
aliments, mais entraine également leur détérioration et peut donc étre a I'origine de plusieurs
maladies. Les conservateurs chimiques ne peuvent pas étre considérés comme une solution
potentielle car ils présentent de nombreux inconvénients donc, [l'utilisation de

biopréservateurs peut les remplacer (Kirtonia et al., 2021).

Les bactériocines produites par les bactéries lactiques ont récemment suscité un
intérét pour leur utilisation dans les produits alimentaires en raison de leurs nombreux
avantages. Elles sont considérées comme des antibiotiques qui peuvent agir contre les micro-
organismes pathogénes. Leur utilisation est absolument sans danger et ils peuvent étre
facilement digérés par le corps humain. Elles peuvent étre ajoutées aux aliments de trois
facons : sous forme de préparation de bactériocine pure, sous forme de ferments contenant
des bactériocines ou sous forme de cultures produisant des bactériocines (O’Connor et al.,
2020).

Les bactériocines sont des composés antibactériens protéiques, leur mécanisme
d’action varie d’une classe a une autre mais, en général il se fait en trois étapes : la fixation
du bactériocine sur les récepteurs de la cellule cible qui lui permet d’adopter sa conformation
tridimensionnelle pour exprimer son activité, I’insertion de la bactériocine dans la membrane
cytoplasmique avec un rassemblement de plusieurs peptides antibactériens pour former un
pore et ensuite, la formation de pores conduit aux fuites de composés intracellulaires vitaux
(Fahim et al., 2016 ; Benmouna, 2019).

A travers ce travail, nous avons démontré 1’importance des bactériocines produites
par les BL dans la bioconservation de plusieurs types d’aliments. Une synthese des données
scientifiques a eté effectuée afin de prouver la possibilité de remplacer les anciennes
méthodes de conservation des aliments destinés a 1’utilisation humaine ou animale, par une

alternative plus prometteuse, les bactériocines.

[1]


https://link.springer.com/article/10.1007/s12393-012-9051-2#auth-J__A_-Reis

Introduction

Notre manuscrit est structuré en trois chapitres, dont le premier chapitre donne une
vue générale sur les bactéries lactiques, leur identification, classification, métabolisme, et
les différents composés antimicrobiens synthétisés. Les bactériocines sont traitées dans le
deuxieme chapitre avec plus de détail : structure, classification, biosyntheése, mécanisme
d’action et de résistance, et leurs applications. Le troisieme chapitre explique 1’intérét et
I’utilisation contemporaine des bactériocines des BL comme bioconservateurs des denrées
alimentaires. En fin, une conclusion générale récapitulant les principaux acquis de ce travail
avec une présentation des principales perspectives envisagées pour la poursuite de cette

thématique d’étude.

[2]



Chapitre I :

Les bactéries

lactiques




Chapitre 1 Les Bactéries Lactiques

1.1. Historique

Les bactéries lactiques (BL) sont des microorganismes qui vivent longtemps sur
Terre. Des chercheurs se sont appuyeés sur des études des données de paléontologie, des
données moléculaires basées sur les séquences des ADN ribosomiques et les séquences
signatures de protéines conservées, ainsi que sur certaines caractéristiques du métabolisme
carboné de ces bactéries pour préciser que sa premiere apparition sur terre est pres de 3
milliards d’années (Tailliez, 2001) bien avant I’apparition d’oxygéne dans 1’atmosphére, ce
qui pourrait expliquer leur caractere anaérobie. De plus, des études sur la phylogénie
bactérienne mentionnent leur apparition avant celle des cyanobactéries (figure 1)
(Belyagoubi, 2014).

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

années, un réle croissant en santé humaine et animale (Brahimi, 2015).
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Figure 1 : Chronologie du développement de la vie sur Terre (Tailliez, 2001).

Ma : milliards d’années ; Mo : Millions d’années ; M : milliers d’années

1.2. Définition

Les bactéries lactiques sont des étres vivants procaryotes, Elles sont hétérotrophes,

chimioorganotrophes, généralement immobiles, non-sporulantes, a Gram positif, munies

d’oxydase, dépourvus de cytochromes, de catalase et de nitrate reductase. Elles sont aéro-

anaérobies facultatives, ne liquéfient pas la gélatine et ne produisent ni d’indole, ni

d’hydrogéene sulfureux (H2S) (De Roissart et Luquet, 1994).
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Ces bactéries, généralement, non pathogenes et qui peuvent étre sous forme de coque
ou bacille, ne croient que sur des milieux riches. Ce qui explique leurs exigences
nutritionnelles notamment en acides aminés, acides gras, peptides, vitamines, sels et sucres
fermentescibles. Elles sont classées selon la voie métabolique empruntée pour la production
de métabolites en deux grandes catégories : homofermentaires et hétérofermentaires (Frey
et Hubert, 1993).

Les souches des bactéries lactiques d'origine végétale ont démontré une tolérance aux
valeurs de pH et aux concentrations de sel élevées, une capacité a fermenter divers types de
glucides et un niveau élevé de résistance au stress par rapport a celles d'origine laitiére. De
plus, aucune différence significative n'a été notée dans les caractéristiques de fermentation
et les profils des enzymes, telles que les lipases, les peptidases et les phosphatases,
nécessaires a l'obtention de divers produits laitiers fermentés entre des souches de BL

d'origine végétale et commerciales (Michaylova et al., 2007 ; Lestariningsih et al., 2015).
1.3. Habitat des bactéries lactiques

Les BL se trouvent principalement dans les habitats riches en nutriments. Elles font
partie du microbiote normal du tractus gastro-intestinal (GIT) et du vagin des animaux et des
humains, et elles constituent un élément important des communautés microbiennes non
starter présentes dans les produits laitiers (ex : lait, fromages, kéfir), poisson, viande et
Iégumes. Par exemple, Oenococcus oeni joue un réle important dans la fermentation du vin.
D'autre part, les BL ont été appliquées en tant que cultures starter/adjuvants/protectrices dans
les produits laitiers (ex : yaourt, fromages), les viandes fermentées, les légumes fermentés et
les produits de poisson fermentés. Elles influencent les caractéristiques organoleptiques et

nutritionnelles de ces aliments, contribuant a leur saveur distinctive (Miranda, 2021).

1.4. Identification des bactéries lactiques
1.4.1. Caractéres morphologiques

Les BL sont un groupe métaboliquement et physiologiqguement apparenté de
bactéries a Gram positif et catalase négative, qui se composent a la fois de cocci et de
bacilliformes (Figure 2). Les BL typiques sont non sporulantes et non respirantes, tolérantes
a l'air et a l'acide. Elles sont strictement fermentaires, le principal produit final du

métabolisme des glucides étant I'acide lactique (Bjorkroth et Koort, 2011).
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Figure 2 : (A) : la forme cocci, (B) : la forme bacille des BL observé au microscope

électronique a transmission (Makhloufi, 2011).

1.4.2. Caractéres physiologiques et biochimiques

Le caractére physiologique inclue principalement la croissance bactérienne a
différents pH et températures, le métabolisme des glucides, la résistance a différentes
concentrations de sel, etc. L‘identification des BL par cette méthode consiste a comparer les
caractéristiques des bactéries non identifiées aux caractéristiques physiologiques de
différentes especes (Tableau 1) (Mohania et al., 2013).
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Tableau 1 : Les caractéristiques physiologiques de certaines espéces des bactéries
lactiques (Vos et al., 2011).

Espéce Type de fermentation | Température optimale | pH optimum
Lactobacillus Homofermentaire 45°C - 48°C 5-55
amylolyticus obligatoire

Oenococcus oeni Hétérofermentaire 22°C 4.8
Leuconostoc Hétérofermentaire 20°C - 30°C 6-7

mesenteroides

Streptococcus Homofermentaire 37°C-60°C 6-7.5
thermophilus
Lactococcus lactis Homofermentaire 21°C-30°C 56-6.5
Bifidobacterium Hétérofermentaire 25°C - 28°C 6.5-7
bifidum
Pediococcus Homofermentaire 26 °C 5.8
damnosus

Le caractére biochimique permet d'identification en s'appuyant sur I’analyse de la
composition de la paroi cellulaire, le profil des acides gras de la membrane et 1’analyse des
protéines de la cellule entiére, etc. Cette caractérisation extensive de la biochimie est d'une

grande valeur dans la pratique et I'application des BL (Ehrmann et VVogel, 2005).
1.4.3. Caractéeres immunologiques

Les BL peuvent étre sensibles a leurs propres substances de défense comme la
bactériocine, elles se prémunissent a 1'aide d'une protéine qualifiée «d'immunitéy». C’est une
lipoprotéine d’immunité codée par le gene 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 trés variable (Dortu,
2008 ; Mameche-Doumandji, 2008).

[7]



Chapitre 1 Les Bactéries Lactiques

1.5. Taxonomie et classification des bactéries lactiques

Plusieurs caractéristiques physiologiques, biochimiques et moléculaires peuvent

rentrer dans la base de la classification et I’identification des BL.
1.5.1. Le genre Lactobacillus

Le genre Lactobacillus a été proposé par Beijerinck, il comprend des micro-
organismes a Gram positif, fermentatifs, anaérobies facultatifs et non sporulés,
homofermentaires et hétérofermentaires (Sun et al., 2015). Les cellules sont coccoides ou
en forme de batonnets, qui peuvent former des chaines, des paires ou des tétrades (genre
Pediococcus). Le produit principal du métabolisme fermentatif est le lactate, et d'autres
produits peuvent étre l'acétate, I'éthanol, le CO», le formiate ou le succinate. Besoins
nutritionnels complexes en acides aminés, peptides, dérivés d'acides nucléiques, vitamines,
sels, acides gras ou esters d'acides gras et glucides fermentescibles (Wang et al., 2014 ;
Ganzle, 2015).

Le genre Lactobacillus comprend actuellement 261 especes extrémement
diversifiées aux niveaux phénotypique, écologique et génotypique. L’étude de Zheng et al.
(2020) a évalué la taxonomie des Lactobacillaceae et des Leuconostocaceae sur la base de
séquences du géenome entier. Les paramétres évalués comprenaient la phylogénie du génome
central, I'identité moyenne (conservée) des acides aminés par paires, les genes de signature
spécifiques au clade, les critéres physiologiques et I'écologie des organismes (Zheng et al.,
2020).

Sur la base de cette approche polyphasique, il y a une reclassification du genre
Lactobacillus en 25 genres, dont le genre modifié Lactobacillus, qui comprend des
organismes adaptés a I'hote qui ont été désignés sous le nom de groupe Lactobacillus
delbrueckii, Paralactobacillus et 23 nouveaux genres, et également de modifier la
description de la famille Lactobacillaceae pour inclure tous les genres qui étaient auparavant

inclus dans les familles Lactobacillacea.
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Figure 3 : Nouvelle classification de Lactobacillus (Zheng et al., 2020).
1.5.2. Le genre Streptococcus

Englobant les streptocoques lactiques, en forme de coque ou bacilles courts, groupés
en longues chaines, a Gram positif, catalase négative, non mobile, asporogénes et muni d’un
métabolisme homofermentaire. La majorité des streptocoques sont des opportunistes
pathogenes ; qui colonisent les muqueuses membranaires humaines et animales et sont
souvent retrouveés sur la peau, la gorge et les voies respiratoires supérieures (Krzysciak et
al., 2013). Connu par I’espéce type Streptococcus salivarius, ce genre peut pousser dans un
spectre de température variant de 10°C a 45°C, résister a un chauffage de 30 minutes a 60°C
; comme il peut croitre a un pH de 9.6 et en présence de 6.5 % de NaCl et 0.1 % bleu de
méthylene. Ces bactéries sont spécialement caractérisées par une réaction hémolytique sur

gélose au sang (Hardie et Whiley, 1997).
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Figure 4 : Streptococcus thermophilus au microscope électronique (Furet et al.,
2004).

1.5.3. Le genre Lactococcus

Les Lactococcus colonisent généralement les produits laitiers mais aussi les
végétaux. Connu par ’espéce type Lactococcus lactis, ce genre est en forme de coques
sphériques ou ovoides disposées par paire ou en chaine, a métabolisme homofermentaire,
pouvant croitre a des températures variables entre 10°C et 40°C et incapable de pousser &
pH 9.6 ni dans un milieu concentré a 6.5 % de NaCl (Teuber, 1995).

Figure 5 : Lactococcus lactis au microscope électronique (Atlan et al,. 2008).
1.5.4. Le genre Leuconostoc

Ce sont des cellules de forme coccoide ou ovoide, disposées par paires ou en chaines.
Elles se distinguent des autres coques par leur métabolisme hétérofermentaire, elles ne
produisent pas d’ammoniaque a partir de 1’arginine et forment a partir du glucose de 1’acide

lactique de forme D(-). Ce genre de BL peut croitre & une température variante de 1 a 30°C,
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avec une température optimale de croissance de 25 a 30°C. Elles sont représentées par

I’espéce modele Leuconostoc mesenteroides (Bjorkroth et Holzapfel, 2006).

Figure 6 : Fixation des Leuconostoc sur les moules en grés-vernissé (Belarbi, 2011).

1.5.5. Le genre Bifidobacterium

Considéré pendant longtemps comme Bacillus bifidus puis comme Lactobacillus
bifidus, ce groupe de BL a été écarté des autres genres et spécifié sous le nom de
Bifidobacterium apreés 1’analyse de son contenu G+C (entre 55 et 67 %, beaucoup plus élevé
que celui des lactobacilles). Ce genre de bactérie qui se présente sous différentes formes
(coccoide, allongée avec des protubérances et des bifurcations en forme « Y » ou « V »),
peut croitre dans un optimum de température entre 25 et 28°C, et a un pH optimum de 6.5 a
7. Les différentes especes des bifidobactéries sont différenciées par la voie métabolique
empruntée pour fermenter les hexoses, et sont connues par 1’espece type Bf. bifidum (De
Roissart et Luquet, 1994).

, "
Figure 7 : Bifidobacterium sp. (Wallace et al., 2003).
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1.5.6. Le genre Pediococcus

Les cellules de ce genre sont sphériques, disposées le plus souvent en tétrades et sont
rarement isolées. Selon les espéces, leurs températures optimales de croissance se situent
entre 25°C et 40°C. N’ayant pas le pouvoir de métaboliser le lactose, la plupart d’entre elles
sont incapables d’acidifier et de coaguler le lait. Ces bactéries se distinguent des autres
bactéries lactiques par leur sensibilité a la température, au pH et a la concentration en NaCl

et sont représentées par 1’espéce type : Pediococcus damnosus (Dworkin et al., 2006).

Figure 8 : Morphologie en microscopie électronique de Pediococcus sp. (Belarbi, 2011).

1.5.7. Le genre Enterococcus

Désigné par 1’espéce type Enterococcus faecalis, ce genre dont la majorité est
responsable des infections humaines, découle des streptococcus apres 1’apparition de la
caractérisation moléculaire. Avec un métabolisme homofermentaire, il se distingue par une
aptitude de croissance dans un intervalle de température variant de 10°C a 45°C, dans un
milieu salé a 6.5 % de NaCl, a un pH de 9.6 ou dans un milieu contenant 40 % de bile. La
plupart des espéces a I’exception des En. Cecorum, En. Columbae et En. Dispar sont
caractérisés par la possession de I’antigene D du groupe Lancefield (Hardie et Whiley,
1997).
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Figure 9 : Arbre phylogénique des BL avec les genres Aerococcus, Bacillus, Listeria et
Staphylococcus (Axelsson, 2004).

1.6. Métabolisme des bactéries lactiques
1.6.1. Métabolisme des sucres

Les BL utilisent principalement I’une des deux voies majeures du métabolisme des
sucres (Figure 10). 11 s’agit des voies homofermentaires (EMP : Embden-Meyerhof- Parnas)
et hétérofermentaire (voie des pentoses-phosphate). Ainsi, les BL sont divisées en deux
groupes principaux d’especes homo ou hétérofermentaires selon la nature et la concentration

des produits terminaux issus de la fermentation du glucose (Hervé et al., 2008).
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Figure 10 : Représentation schématique des principales voies de fermentation des hexoses
chez les BL (Makhloufi, 2011).
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1.6.1.1. Voie homofermentaire

Les bactéries homofermentaires, comme Lb. plantarum, Lb. casei et les pédiocoques
transforment les monosaccharides en acide lactique avec un rendement supérieure a 90 %.
La voie homofermentaire génere 1I’ATP, ainsi que du NADH. Ce coenzyme, a I’état réduit,
doit étre réoxydé. En absence d’activité respiratoire, ce réoxydation passe principalement
par I’activité de I’enzyme lactate déshydrogénase (LDH), conduisant a la formation d’acide
lactique. Lactate est I’enzyme caractéristique de cette voie est le fructose diphosphate
aldolase (FDP aldolase) qui convertit le fructose-1,6-diphosphate (FDP) en glycéraldéhyde-
3-phosphate et dihydroxyacétone-phosphate (Herve et al., 2008).

Le bilan global de la voie homofermentaire est le suivant :
1glucose + 2ADP + 2Pi = 2lactat + 2ATP + 2H20

L’ATP ainsi que le phosphoénol pyruvate (PEP) générés constituent pour les
bactéries un pool énergétique nécessaire au systeme de transports membranaires (transports
ATP dépendants ou systeme PEP-PTS pour la phosphorylation du sucre) et

pour I’anabolisme (Herve et al., 2008).
1.6.1.2. Voie hétérofermentaire

Dans la voie hétérofermentaire, Les BL fermentent le glucose en produisant, en plus
de I’acide lactique, de I’acétate, de 1’éthanol et du CO.. Les groupes principaux de bactéries
présentant ce type de métabolisme sont les leuconostocs et certains lactobacilles (Hervé et
al., 2008).

Le bilan de la réaction est le suivant :
Glucose + ADP + Pi ——3 éthanol + lactate + CO, + ATP + acétate

1.6.2. Métabolisme lipolytique

Relativement faible chez les ferments lactiques, l'activité lipasique contribue a
I’élaboration de la flaveur des fromages lors de la maturation (Stackebrandt et al., 2002).
L'hydrolyse des triglycérides est la transformation biochimique principale du gras fromager
pendant la maturation et conduit a la formation des acides gras libres, mono et di glycérides
et probablement du glycérol (Siegumfeldt et al., 2000). Les lipases bactériennes catalysent
en partie la production des acides gras longues chaines a partir des mono et di glycérides,
alors que les estérases permettent la libération des acides gras volatils. Les acides gras, dont

la concentration augmente pendant 1’affinage, seraient responsables en partie de la flaveur
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typique des fromages apéate pressée cuite. Ils sont également des précurseurs pour la
formation de metylcetones, alcools, lactones et esters (Siegumfeldt et al., 2000). La figure

11 présente les différentes voies conduisant a la formation de ces composes.

Les propriétés lipolytiques des BL sont plus au moins faibles, les lactocoques sont
considérés comme étant plus lipolytiques que les lactobacilles et les streptocoques

précisement St. thermophilus (Béal et al., 2008).
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Figure 11 : Principales voies de la lipolyse (Siegumfeldt et al., 2000).

1.6.3. Métabolisme Protéolytique

De nombreuses BL sont auxotrophes pour un nombre variable d’acides aminés. Par
conséquent, elles dépendent d’un systéme protéolytique actif pour satisfaire leurs besoins en
acides aminés. Les composants protéolytiques des BL sont parmi les mieux caractérisés, non
seulement en raison de leur impact sur la physiologie des BL, mais aussi en raison de leur
implication dans le développement de la texture et de la flore des produits laitiers (Mayo et
al., 2010).

Les composants structurels des systemes protéolytiques peuvent étre divises en 3

groupes en se basant sur leur fonction (Mayo et al., 2010 ; Von Wright et Axelsson, 2019):

1. Protéinases : les protéinases subtilisine-like serine associée a la paroi cellulaire (PrtP)

dégradent la caséine en oligopeptides de taille variable.
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2. Systeme de transport : il assure la translocation des peptides a travers la membrane
cytoplasmique. Les gros peptides (4-18 acides aminés) sont transportés par un systeme
de transport oligopeptidique (Opp). Tandis que des systémes de transport de di- et
tripeptides existent pour les plus petits peptides.

3. Peptidases : a l'intérieur de la cellule, les peptides sont dégradés en acides aminés par
des peptidases intracellulaires. Ces derniers seront encore dégradés par des voies
métaboliques dépendantes de la souche pour générer les composés volatils réels

responsables du profil aromatique des produits fermentés.

=
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=
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L= ] ADP:‘TES
L= e — ERESCCT
o e ADP e
P e Y ATP
{ OLIGOPEPTIDES
i — PEPTIDASES
{ PripP
— = CASEINE
= =
_— = Iy

Figure 12 : Modéle du systeme protéolytique chez Lc. lactis (Lahtinen et al., 2011).

Opp : transporteur d'oligopeptide ; PrtP : protéase membranaire.

1.6.4. Métabolisme du citrate

Plusieurs espéces de bactéries lactiques citant par exemple, Lc. diacetylactis et
Leuconostoc ssp. ont la capacité de métaboliser le citrate, un processus qui nécessite son
transport a I’intérieur de la cellule, sa conversion en oxaloacétate qui est ensuite décarboxylé

en CO; et en pyruvate.

Le pyruvate est également dirigé vers d'autres voies métaboliques menant a une
variété de produits finaux tels que : le diacétyle, 1’acétoine et le butanediol, qui ont des
propriétés aromatiques conférant I'ardbme typique a de nombreux produits laitiers (Mayo et
al., 2010 ; Von Wright, 2019).
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Figure 13 : Le métabolisme de citrate chez les bactéries lactiques (Mayo et al., 2010).

CL : citrate lyase ; OAD : oxaloacétate décarboxylase ; LDH : lactate déshydrogénase ; PDC :
pyruvate décarboxylase ; ALS : a - acétolactate synthase ; ADC : o -acétolactate décarboxylase ;
DAR : diacétyle acétoine réductase ; BDH : 2,3 - butanediol déshydrogénase ; Tppi : thiamine
pyrophosphate.

1.7. Composés antimicrobiens produits par les bactéries lactiques

Les mécanismes antimicrobiens spécifiques des bactéries lactiques exploitées dans

la biopréservation des nourritures incluent la production des acides organiques, du peroxyde
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d’hydrogene, de I’anhydride carbonique, du diacétyle, des antimicrobiens a large spectre tels
que la reutérine et la production des bactériocines (Reis et al., 2012).

Les composes antimicrobiens produits par les BL peuvent empécher la croissance
des bactéries pathogenes, contaminants possibles des produits fermentés (Moulay et al.,
2006 ; Mercha et al., 2020).

1.7.1. Acides organiques

Les BL produisent de I'acide lactique comme principal produit du métabolisme des
sucres (Russo et al., 2017). Cependant, les BL métaboliquement connues comme des
espéces hétérofermentaires peuvent produire de fagon concomitante d'autres produits finaux
tels que l'acide acétique. Les acides organiques sont connus pour agir en réduisant le pH
intracellulaire et en inhibant le transport actif des protons internes en exces, ce qui nécessite
la consommation d'ATP cellulaire et conduit a I'épuisement de I'énergie cellulaire (Vieco-
Saiz et al., 2019).

Les principales cibles des acides organiques sont la paroi cellulaire bactérienne, la
membrane cytoplasmique et des fonctions métaboliques spécifiques (ex : la réplication et la
synthése des protéines) des micro-organismes pathogénes conduisant a leur perturbation et
a leur mort (Nair et al., 2017 ; Zhitnitsky et al., 2017). L'acide lactique produit par les BL
induit un microenvironnement local défavorable aux bactéries pathogénes. Dittoe et al.
(2018) et Wang et al. (2015) ont montré que des concentrations de 0.5 % (v/v) d'acide
lactique pouvaient inhiber completement la croissance d'agents pathogénes tels que
Salmonella ssp, E. coli ou L. monocytogenes.

Cependant si ’acidité du milieu dépasse les seuils acceptés par la souche, des cas
d’auto-inhibitions peuvent étre observés, en effet au cours de la fermentation d’une bactérie
lactique, I’administration en continue de glucose, provoque la production en continue des
acides organiques, par consequent, une diminution progressive du pH du milieu et si celui

n’est pas contrdlé, la bactérie peut s’ auto-inhiber (Grattepanche, 2005).
1.7.2. Péroxyde d’hydrogéne

Certaines especes de BL sont capables de produire du péroxyde d'hydrogéne (H202)
et peuvent inhiber les bactéries pathogénes dépourvues de catalase (Mitchell et al., 2015),
par la réaction en chaine des anions superoxydes renforgant I'oxydation toxique. L'action

bactéricide de H>O, dépend des concentrations et des facteurs environnementaux tels que le
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pH et la température (Nair et al., 2017). Les espéces Lc. lactis et En. faecium ont été
signalées comme produisant du H>O, avec de forts effets antimicrobiens (Yang et al., 2012).

Le péroxyde d'hydrogene est produit par les bactéries lactiques en présence de
I'oxygeéne sous l'action de la flavoprotéine oxydase du NADH. L'effet antimicrobien de H.O>
peut résulter de I'oxydation des groupes sulfhydriques causant la dénaturation d'un certain
nombre d'enzymes, et de la péroxydation des lipides de membrane ; de ce fait provoque
l'augmentation de la perméabilité de la membrane (Kong et Davison, 1980 ; Davidson et
al., 1983).

1.7.3. Diacétyle

Le diacétyle est produit a partir de I'absorption et du métabolisme du citrate dans les
bactéries lactiques. Notamment Lb. plantarum, Lb. helveticus, Lb. bulgaricus, En. faecalis,
et principalement Ln. mesenteroides et Lc. lactis biovar diacetylactis sont les especes de BL
les plus connues produisant du diacétyle. Le diacétyle interfére avec I'utilisation de I'arginine
en réagissant avec la protéine de liaison a I'arginine des bactéries Gram négatives, tandis que
le dioxyde de carbone libéré dans I'environnement proche par les BL crée un environnement

anaérobie ou les bactéries aérobies ne peuvent pas se développer (Vieco-Saiz et al., 2019).
1.7.4. Bactériocine

Ce sont des molécules de nature protéique ayant une activité bactéricide contre un
certain nombre d'espéces étroitement ou pas étroitement proches phylogénétiquement de la
bactérie productrice. Généralement, elles ont un effet sur les membranes, la transcription de
I'ADN et sur les protéines. Elles sont produites par certaines bactéries lactiques et
contribuent dans le contrdle des bactéries pathogenes et/ou d'altération (Klaenhammer,
1988).

Le grand intérét des bactériocines réside dans leur potentiel d’utilisation comme
bioconservateurs et leur effet bénéfique sur la santé en inhibant des espéces pathogenes ou
indésirables. Lactobacillus, Lactococcus, Enterococcus, Leuconostoc, Pediococcus, et
Carnobacterium sont les genres les plus connus pour la production des bactériocines
(Eijsink et al., 1998).
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Tableau 2 : Exemples des composés antimicrobiens produits par les bactéries lactiques

(Vieco-Saiz et al., 2019).

Molécule Exemples Producteurs
Bactériocines Nisine Lc. lactis subsp. Lactis
Pediocine PA-1 P. Acidilactici
Enterocine AS48 En. Faecalis
Péroxyde d’hydrogéne P. Acidilactici
Ln. mesenteroides
Lb. brevis
Lb. plantarum
Lb. casi
Autres Diacétyle Lb. Plantarum

Lb. helveticus
Lb. bulgaricus
En. faecalis

Ln. mesenteroides

1.8. Applications des bactéries lactiques

1.8.1. Domaine alimentaire

Les BL sont impliquées dans la fermentation et la bioconservation de différents

aliments. Ainsi, les souches de Lb. bulgaricus, St. thermophilus sont utilisées pour la

production du yaourt, des fromages et des laits fermentés (Abushelaibi et al., 2017). Le vin,

les poissons, les viandes, les charcuteries, le pain au levain entre autres sont aussi des

produits de fermentation par des BL (Badis et al., 2005). L’utilisation de ces derniéres a

pour but I’amélioration des caractéristiques organoleptiques des produits fermentés et

I’augmentation de leur durée de conservation sans 1’utilisation de conservateurs chimiques

grace aux substances antimicrobiennes qu’elles secrétent (Dortu et Thonart, 2009).
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1.8.2. Domaine thérapeutique

Les BL sont considérées comme des probiotiques, conférent des bénéfices a I’hote
en maintenant une balance de la microflore intestinale (Abushelaibi et al., 2017).
Différentes études ont demontré aussi bien le role préventif que curatif de ces bactéries sur
différents types de diarrhées (Mkrtchyan et al., 2010). D’autres ont cité leur capacité a
diminuer les allergies liées aux aliments gréce a leur activité protéolytique (EI-Ghaish et al.,
2011). Cependant depuis quelques années 1’usage des bactéries lactiques dans d’autres
écosystemes (vaginal, mammaire) est évalué, ouvrant ainsi de nouvelles perspectives
thérapeutiques (contre les métrites ou les mammites), également dans 1’¢laboration des

vaccins (Bouchard, 2013).

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

et répétées de la vessie, ainsi que des problémes liés aux infections urinaires.
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11.1. Définition

Differentes définitions ont été données au cours du temps aux bactériocines.
Cependant, la définition qui reste la plus largement utilisée est celle de Klaenhammer
(1988) qui définit les bactériocines comme des protéines, ou complexes de protéines, avec
une activité bactéricide contre des espéces proches de la souche productrice. Elles
représentent une large classe de substances antagonistes qui varient considérablement du
point de vue de leur poids moléculaire, de leurs propriétés biochimiques, de leur spectre

d’action et de leur mode d’action.

Les bactériocines sont des peptides ou protéines antimicrobiennes synthétisées par
voie ribosomique, naturellement produites par des bactéries a Gram négatif et le plus souvent
par des bactéries a Gram positif telle que les bactéries lactiques. Elles ont une activité
inhibitrice ou bactéricide contre des bactéries phylogénétiqguement proches de la souche
productrice mais surtout contre des pathogénes (Dortu et Thonart, 2009 ; Negash et
Tsehai, 2020).

11.2. Nomenclature

La nomenclature des bactériocines est généralement basée sur l'ajout du suffixe
"cine" au nom du genre ou de l'espece pour indiquer l'activité bactériocinogéne
(Karthikeyan et Santhosh, 2009). Cependant, dans certains cas, elle est basée sur le nom
de l'espece (plantaricine, sakacine, caséicine) ou du genre du microorganisme producteur
(lactococcine, lactocine, pediocine) (De Lima et Filho, 2005). Lactostrepcine, nisine et
diplococcine font référence a des bactériocines produites par différentes especes de
Lactococcus. La séquence alphabétique utilisée pour désigner la séquence de découverte de
la méme espéce ; par exemple : la lactacine F désigne la sixiéme bactériocine signalée pour
une espece de Lactobacillus (Tagg et al., 1976 ; Kozak et al., 1978 ; Klaenhammer, 1988
; Montville et Kaiser, 1993). Il était évident que la nomenclature des bactériocines était en
proie a une controverse puisqu'une méme espece peut produire plus d'une bactériocine, et
peut donc étre appelée par I'addition de lettres consécutives de I'alphabet. Certains auteurs
utilisent le nom de la souche productrice en plus de la désignation normale de la bactériocine
(Montville et Winkowski, 1997).

Il est intéressant de noter que la dénomination des bactériocines n'a pas été faite dans
le bon ordre, par exemple : six bactériocines isolées de maniere indépendante ont regu six

classifications différentes, mais il a été prouvé par la suite qu'elles ont la méme substance
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sur la base de leurs séquences d'acides aminés. De telles divergences dans la classification
des bactériocines peuvent nuire aux progres de la recherche sur les bactériocines (Montville
et Winkowski, 1997). C'est pourquoi Jack et al. (1995) ont estimé qu'un nouveau nom ne
devrait étre attribué a une bactériocine qu'apres I'identification de la séquence d'acides

aminés.
11.3. Bactériocines des bactéries Gram négatives

La premiére bactériocine a été isolée de bactéries Gram négatives en 1952,
lorsqu’une protéine aux caractéristiques antimicrobiennes provenant d'Escherichia coli a été
identifiée. Plus tard, cette protéine a été classee comme une colicine (Gullice et al., 2013).
Actuellement, les bactériocines provenant de bactéries Gram négatives sont classées en
quatre catégories principales (Tableau 3) : les colicines, les bactériocines de type colicinlike,
les bactériocines de type phage-taillike et les microcines. Les colicines (produites par E. coli)
ont été utilisées comme modéle pour la structure, la fonction et I'évolution des bactériocines
(Preciado et al., 2016).

Il existe deux types de colicines en fonction de leur mécanisme de destruction : les
colicines formant des pores qui tuent les antagonistes en formant des pores dans les
membranes cellulaires et les colicines nucléases qui tuent par des actines telles que les
DNases, les RNases et les ARNt (Gillor et al., 2004 ; Cascales et al., 2007 ; Bakkal et al.,
2010).

Les bactériocines protéinases de type colique sont classées en fonction de leurs
caractéristiques structurelles et fonctionnelles telles que les nucléases (pyocines S1, S2) et
les formateurs de pores (pyocine S5) (Michel-Briand et Baysse, 2002). Les bactériocines
les plus étudiées sont les klebicines de Klebsiella spp. les pyocines S de Pseudomonas
aeruginosa, et les alvéicines de Hafnia alvei (Riley et Chavan, 2007 ; Rebuffat, 2011 ;
Preciado et al., 2016).
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Tableau 3 : Les classes de bactériocines gram négatives et quelques exemples (Preciado

etal., 2016).
Bactériocine Classe Taille Exemple Bactérie
(KDa) productrice
Colicine - Formeuses de pores 20-80 Colicines Escherichia coli
- Nucléases A B
Colicinlike / 20-80 Klebicines Klebsiella
pneumoneae
phage- / >80 Pyocines Pseudomonas
taillike FetR aeruginosa
Microcine |- Post-traductionnel <10 Colicine V /
- modifié¢/non modifié Microcine
Cc7

11.4. Bactériocines des bactéries Gram positives

Les bactériocines produites par les bactéries Gram positives sont formées de moins
de 60 acides aminés. En outre, elles ont un large spectre d'action. La production de
bactériocines chez les bactéries a Gram positif a été largement étudiée. Les études ont ciblé
un groupe qui comprend les bactéries lactiques, et leurs bactériocines qui ont une application
potentielle dans l'alimentation. Les principaux genres producteurs de bactériocines sont
Carnobacterium, Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus, Leptosphaeria, Leuconostoc,
Melissococcus, Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus, Tetragenococcus, Vagococcus, et
Weissella. Les bactéries a Gram positif comprennent également d'autres genres producteurs
de bactériocines ayant une importance biotechnologique tels que : Aerococcus,

Microbacterium, Propionibacterium et Bifidobacterium (Preciado et al., 2016).

Les mécanismes d'action de ces bactériocines sont largement connus ; on sait que ces
peptides et protéines se lient a des récepteurs spécifiques des cellules et forment des pores
dans la membrane, provoquant la permeéabilité des cellules et donc la mort des bactéries

(Radaic et al., 2020). Cependant, I'efficacité des bactériocines a encouragé l'utilisation de
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ces molécules dans Il'inhibition des agents pathogénes au cours des processus

biotechnologiques. Quelques exemples sont présentés dans le tableau 4.

Tableau 4 : Bactériocines produites par des bactéries Gram positives (Preciado et al.,

2016).
Bactériocine Classe Bactérie productrice
Nisine Class | Lactococcus lactis
Nukacine Class | Staphylococcus simulans
Carnobacteriocine X Class Il Carnobacterium maltaromaticum C2
Entérocine X Class Il Enterococcus faecium
Carnocycline A Class 11 Carnobacterium maltaromaticum UAL307
Aureocine Class Il Staphylococcus aureus
Lysostaphine Class 11 Staphylococcus simulans
Entérocine Class IV Enterococcus faecalis
Enterocina Class IV Enterococcus faecium

I1.5. Propriétés des bactériocines

Les bactériocines produit par les BL ont de nombreuses propriétés qui les rendent

utilisables comme bioconservateurs, parmi lesquelles (Galvez et al., 2007 ; Preciado et al.,
2016) :

Considérées comme "GRAS" (Generally Recognized as Safe).

Inactives et non toxiques contre les cellules eucaryotes.

Généralement thermostables et tolérantes aux variations du pH.

Possédent un spectre d’activité relativement large.

Mode d’action généralement bactéricide (membrane cytoplasmique).

Déterminants génétiques codés par les plasmides.

Sensibilité aux protéases et digestibilité dans le tractus intestinal.

Elles peuvent agir en synergie avec d'autres bactériocines, et méme avec des

antibiotiques.

11.6. Stabilité des bactériocines

Bien que les bactériocines puissent étre classées dans la catégorie des antibiotiques,

elles différent en ce qu'elles sont : des molécules protéiques, synthétisées par les ribosomes,
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produites au cours de la phase primaire de croissance ; connu pour présenter un spectre
relativement étroit d'activité antibactérienne ; inactivé par les enzymes digestives, ce qui les
rend non toxiques pour les cellules humaines si elles sont utilisées comme bioconservateur,

et uniques dans leur mécanisme d'action (Fahim et al., 2016).

Au niveau physico-chimique, les bactériocines sont typiquement plus stables que les
antibiotiques et peuvent supporter des températures élevées et pH extrémes. A cet égard, la
stabilité est directement liée a la structure diverse des bactériocines et au niveau des
modifications post-traductionnelles (cyclisation, ponts disulfure et acides aminés non
conventionnels). D'autre part, en raison de leur squelette peptidique, les bactériocines
pourraient étre sensibilisées aux protéases par rapport aux antibiotiques chimiques. Ainsi, ils
afficheraient une demi-vie biologique plus faible dans la nature et les environnements
organiques. C'est considéré comme un atout pour freiner I'émergence de résistances, car le

faible résidu et les concentrations sublétales des toxines sont mutagénes (Hols et al., 2019).

11.7. Classification des bactériocines

Les bactériocines sont classées sur la base de leur structure primaire, leur
poids moléculaire (PM), leur modification post traductionnelle ou non et leurs
caractéristiques génétiques. Les bactériocines sont divisées en quatre classes : lantibiotiques,
peptides non modifiés, bactériolysine et complexes (tableau 5) (Nes et al., 1996 ; Liu et al.,
2014).
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Tableau 5 : Classification et caractéristiques des bactériocines produites par les
bactéries lactiques (Mokoena, 2017).

Classe Nom Caracteristiques Exemples
I Lantibiotiques |- Contient des acides aminés modifiés : nisine,
lanthionine et méthyllanthionine. lactocine,
- PM<5kDa. mersacidine.
lla Peptides non |- Thermostable. Pediocine
modifiés - Contenant des peptides hydrophobe et PAL,
cationique. sakacine A,
- PM<10 kDa. leucocine A.
b - Requiére la synergie de deux Lactococcine
peptides complémentaires. G, plantaricine
- Contient des régions amphiphiles et A, entérocine
hydrophobes et sont souvent X.
cationiques.
lic - Affecte la perméabilité de la Acidocine B,
membrane et la formation de la paroi. entérocine P.
i Bacteériolysines |- Thermolabile, macromolécule. Lysostaphine,
- PM> 30 kDa. enterolysine A,
helveticine J.

11.7.1. Classe I : Lantibiotiques

Peptides de taille inférieure a 5 kDa, stables a la chaleur et qui contiennent des acides
aminés inhabituels soufrés formés post traditionnellement, ¢’est-a-dire la lanthionine, la -
méthyl lanthionine, la déhydrobutyrine et la déhydroalanine. La nisine est une bactériocine

de classe I la plus populaire (Le Lay et al., 2016). lls peuvent étre divisés en deux types :

e Sous-classe la : comprend des peptides cationiques hydrophobes allongés contenant
jusqu’a 34 acides aminés.
e Sous-classe Ib : comprend les peptides globulaires chargés négativement ou sans charge

nette et contenant jusqu’a 19 acides aminés.
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Certains lantibiotiques sont par ailleurs constitués de deux peptides agissant
ensemble pour avoir une activité comme la lacticin 3147. Les séquences et les structures
d’un lantibiotique de chaque type sont schématisées dans la figure 14 (Dortu et Thonart,
2009).

Epidermin

Figure 14 : Structures représentatives des sous-classes des lantibiotiques (Hammi, 2016).
11.7.2. Classe 11 : Peptides non modifiés

Ce sont des petites molécules de poids moléculaire <10 kDa, thermostables,
contenant des peptides cationiques non modifiés et des peptides hydrophobes. Cette classe
est subdivisée en trois sous-classes (tableau 5) : sous-classe Ila, sous-classe I1b et sous-classe
Ilc. Tous les genes sont portés par des plasmides ou chromosomes et parfois sur les deux, ils
sont constitués de gene de structure et du gene d'immunité correspondant. Ces génes peuvent

étre regroupés avec d'autres génes de transport de la bactériocine (Mokoena, 2017).
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e Sous-classe lla : ce sont des peptides anti-Listeria, ils ont attiré I'attention des

chercheurs pour une utilisation comme bioconservateurs, comme la pediocine PA1 et la
leucocine A. Prés de 50 bactériocines de cette sous classe sont produites par des bactéries
isolées a partir des aliments fermentés, des produits laitiers, du saumon fumé et du tube
digestif humain (Mokoena, 2017).

Sous-classe Ilb : l'activité antimicrobienne des bactériocines de cette sous classe
requiére la synergie de deux peptides complémentaires, comme la plantaricine A et
I’entérocine X. L'activité de certains peptides de cette sous-classe exhibe une inhibition
individuellement, cependant l'ajout du peptide complémentaire améliore I'activité
inhibitrice. Les bactériocines de cette sous-classe contiennent des régions amphiphiles et
hydrophobes et sont souvent cationiques. Les genes qui codent pour les deux peptides
complémentaires se situent sur le méme opéron (Meindl et al., 2010).

Sous-classe llc : les bactériocines de cette sous classe possedent une sequence signal N-
terminale de type "sec" et sont sécrétées via la voie générale de sécrétion alors que pour
les autres sous-classes, les bactériocines sont synthétisées sous forme inactive contenant
un peptide leader et un site protéolytique de type double glycine. Quelques peptides
cycliques dont le N et C terminal sont liés de maniere covalente, font partie de cette sous-
classe (Rea et al., 2010).

11.7.3. Classe 111 : Bactériolysines

Protéines de taille supérieure a 30 kDa et sensibles a la chaleur. La structure et le

mode d’action de ces bactériocines différent complétement des autres bactériocines

produites par les bactéries lactiques. Cette classe ne contient que quatre bactériocines (Kaur,
2015) :

L’Helveticine J produite par Lactobacillus helveticus A.
L’Enterolysine A produite par Enterococcus faecium.
Zoocine A produite par Streptococcus zooepidemicus.

La Millericine B produite par Streptococcus milleri.

11.7.4. Classe 1V : bactériocines complexes

Constituées de protéines complexes associées a d'autres macromolécules telles que

des sucres ou des lipides, ces bactériocines sont reclassées comme des bactériolysines qui

sont des polypeptides hydrolytiques ; ramenant la classification des bactériocines a trois

classes, basées sur des caractéristiques biochimiques et génetiques (Gullice et al., 2013).
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11.8. Biosynthése et régulation des bactériocines

La biosynthése des bactériocines dépend du microorganisme et des conditions de
culture. Les genes de production des bactériocines actives sont généralement regroupés en
opérons, hébergés dans le génome, le plasmide ou d'autres eléments génétiques mobiles.
L'expression de ces opérons est inductible et nécessite la présence de peptides auto-
inducteurs pour l'induction (Uzelac et al., 2015 ; Kumariya et al., 2019).

Les bactériocines sont synthétisées sous forme de précurseurs, qui sont traités et
modifiés de maniére post-traductionnelle (Morton et al., 2015). Par la suite, les
bactériocines sont transportées et clivées pour générer la forme mature. Les génes de
modification et d'exportation sont situés prés du géne de biosynthése de la bactériocine. La
modification peut varier en fonction du type de bactériocine. Des transporteurs comme les
transporteurs ABC et les exportateurs sec-dépendants sont utilisés pour la sécrétion de la
bactériocine (Chatterjee et Raichaudhuri, 2017).

11.8.1. Bactériocines de classe |

La voie de biosynthése des bactériocines de classe | peut étre décrite en utilisant
comme exemple la voie de biosynthése de la nisine (figure 15) (Patton et VVan Der Donk,
2005). L'expression de la bactériocine est régulée par un facteur inducteur externe, souvent
sécrété par la bactérie productrice, ou il peut étre constitutif lorsque la biosynthese de
bactériocines dépend des conditions d'incubation comme la température et le pH (Dimov et
al., 2005 ; Guinane et al., 2015).
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Figure 15 : Régulation de la production, modification post-traductionnelles et auto-
immunité de la nisine (Patton et Van Der Donk, 2005).

« NisA substrate » est le prépeptide non biologiquement actif qui sera activé par NisB et
cyclisé par NisC avant sa translocation par I’ABC (ATP binding cassette) 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 I’activation de la transcription des genes
nécessaires a la production de la nisine. La protection de la cellule vis & vis de la nisine est réalisée

par deux mécanismes : la lipoprotéine d’immunité Nisl et I’ ABC transporteur formé par NisG, NisE
et NisF.

11.8.2. Bactériocines de classe 11

Les génes qui codent pour les bactériocines de classe Il sont organisés dans un groupe
d'opérons et consistent en géne de structure qui code pour le prépeptide, le gene d'immunite,
les genes qui codent pour le transporteur ABC (ATP binding cassette) qui est impliqué dans
la translocation de la bactériocine et le géne de la protéine accessoire qui est impliquée,
occasionnellement dans le transport de la bactériocine, et le géne de régulation (Ennahar
et al., 2000 ; Todorov, 2009).
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Le géne de la plantaricine 423 (une bactériocine de classe Ila) a un opéron similaire
a la structure de lI'opéron de la Pediocine PA-1 avec quatre ORFs (Open Reading Frames)
(plaABCD) composés de géenes de structure, géne dimmunité, géne de la protéine
accessoire et le géne du transporteur ABC. De plus, les bactériocines de classe Il produisent
un facteur inducteur qui active la transcription du géne régulateur (Ennahar et al., 2000 ;
Todorov, 2009). Les différentes étapes de biosynthése sont montrées dans la figure 16

suivante :

Induction factor Mature class Ila bacterlocin

Secretion Induction factor pre-peptide
f |
v Sy, | Gene activation |

/ L
Vol

\ T
Pre~baclerio¢'m&) I by (CRRS \I; \U{'l
DNA

Synthesls

Figure 16 : La biosynthése des bactériocines de classe lla (Ennahar et al., 2000).

Systeme de régulation a trois composants, biosynthese, sécrétion et immunité. CM : membrane
cellulaire. Im : protéine d'immunité. Ell; Man : mannose PTS perméase, récepteur des bactériocines
de classe lla. 1IC et IID sont deux domaines d’EIl; Man qui interagissent avec les bactériocines de

classe lla.

D'aprés Ennahar et al. (2000), La traduction du géne de structure conduit a la
formation de la prebactériocine et du facteur d'induction (IF) qui seront transportés par le
transporteur ABC, conduisant a la libération de la bactériocine mature et du facteur IF, la
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protéine Histidine kinase (HPK) détecte la présence de IF et s’autophosphoryle, ce
groupement phosphoryle P est transféré au systéme régulateur RR qui activera la régulation
des genes, le systeme immunitaire de la bactérie productrice assure sa protection contre sa

propre bactériocine.

11.9. Mécanisme d’action des bactériocines

Le mécanisme d’action des bactériocines varie d’une classe a une autre, en général,
les bactériocines pénetrent dans les cellules cibles en se liant aux récepteurs de surface
cellulaire (Todorov et al., 2011 ; Santos et al., 2017). Leur mode d’action se fait en trois
étapes : la fixation du peptide sur les récepteurs de la cellule cible qui lui permet d’adopter
sa conformation tridimensionnelle pour exprimer son activité, I’insertion de la bactériocine
dans la membrane cytoplasmique avec un rassemblement de plusieurs peptides
antibactériens pour former un pore et ensuite, la formation de pores conduit aux fuites de
composes intracellulaires vitaux (Benmouna, 2019 ; Soltani et al., 2021). Ces fuites
entrainent des effets néfastes sur la cellule cible par présentant un effet bactériostatique qui
entraine un ralentissement de la vitesse de croissance bactérienne, bactéricide qui conduit a
la mort cellulaire et / ou bactériolytique qui fait une dissolution de la cellule bactérienne
(Gontijo et al., 2020).
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Figure 17 : Mécanisme d’action des bactériocines des bactéries lactiques (Hernandez-
Gonzalez et al., 2021).
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11.9.1. Mécanisme d’action des lantibiotiques

Les lantibiotiques interagissent avec la membrane cellulaire par des interactions
électrostatiques ou par liaison a des récepteurs specifiques tels que le lipide 1l (Kirtonia et
al., 2021). Suite a cette liaison, les lantibiotiques peuvent former des pores larges et non
spécifiques dans la membrane cytoplasmique, ce qui va causer 1’efflux rapide des petits
composés cytoplasmiques tels que les ions, les acides aminés, I’ATP, etc. Ces efflux
provoquent le déséquilibre de la force proton motrice, de part et d’autre de la membrane,
I’arrét des fonctions cellulaires et la mort de la cellule (Benmouna, 2012 ; De freire Bastos
etal., 2015).

L’interaction avec le lipide II permet d’augmenter la stabilité des pores formés et de
réduire la concentration du lantibiotique nécessaire a la formation des pores, mais peut
¢également conduire a 1’inhibition de la synthése de la paroi cellulaire (Dortu et Thonart,
2009).

11.9.2. Mécanisme d’action des bactériocines de classe 11

L’action des bactériocines de la classe II se fait généralement par I’adsorption a la
membrane, son insertion et la formation des pores (Bali et al., 2016). Les bactériocines de
cette classe utilisent le systeme mannose phospho-transférase (Man-PTS) comme une
molécule d’abordage, a travers laquelle elles exercent leur activité, conduisant a la
perméabilisation de la membrane cellulaire et la perturbation de la force proton motrice, qui
entraine 1’arrét du mécanisme de la biosynthése des cellules (De freire Bastos et al., 2015),
conduisant a la fuite des composés intracellulaires vers 1’extérieur des bactéries sensibles
(Nissen-Meyer et al., 2009). De plus, la forme cyclique de ces peptides permet de stabiliser

leur structure tridimensionnelle nécessaire a leur activité biologique (Benmouna, 2019).
11.9.3. Mécanisme d’action des bactériocines de classe 111

Pour la classe I11, le mode d’action est complétement différent. En effet, elles agissent
par hydrolyse des liens peptidiques entre les peptidoglycanes de la membrane des bactéries
sensibles. Selon le nombre de bactéries sensibles, le spectre d’action des bactériocines est

plus ou moins large (étroit pour la zoocine A, large pour I’entérolysine A et la millericine B)

(Dortu et Thonart, 2009 ; Tenea et Yépez, 2016).
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11.10. Mécanisme de résistance vis a vis des bactériocines

Les auteurs précisent la résistance en définissant un seuil de sensibilité a partir duquel
la souche est considérée comme résistante ou sensible. Afin de comparer la sensibilité des
différentes souches vis-a-vis d’une méme bactériocine, le recours a la connaissance de la
concentration minimale inhibitrice (CMI) est la technique la plus employée (Jasniewski et
al., 2008).

Une des limites de l'utilisation commerciale des bactériocines en industrie est la
tolérance, ou la résistance, de certaines espéces bactériennes pathogeénes a des bactériocines,
telles que Listeria monocytogenes (Schobitz et al., 2003). Trois types de résistances ont été
décrites dans la littérature : (i) les résistances innées ou naturelles, c'est le cas de souches qui
sont insensibles a une bactériocine donnée sans adaptation particuliére, comme la souche Ln.
citreum CIP 103405 qui est résistante vis-a vis de la mésentérocine 52A (Limonet et al.,
2004). (ii) les résistances acquises ou induites, qui sont produites lorsqu’une souche
naturellement sensible a une bactériocine devient résistante en réponse a son adaptation,
comme c¢’est probablement le cas de Ln. mesenteroides subsp. mesenteroides LMA 7AR vis-
a-vis de la mésentérocine 52A (Limonet et al., 2002) ou aprés des mutations, comme le cas
de Lc. lactis (Guinane et al., 2005). (iii) les souches dites immunisées, c'est-a-dire celles qui
produisent une protéine d’immunité simultanément a une bactériocine, c'est le cas de toutes
les bactéries productrices de peptides antibactériens. Les mécanismes de résistance
comprennent des modifications de la paroi et de la membrane cellulaires, qui peuvent inclure
des modifications de la charge de la paroi cellulaire ou des modifications de la composition

en phospholipides de la membrane cellulaire (Saar-Dover et al., 2012).

Le mécanisme de résistance a la nisine chez Lc. lactis a été étudié et peut étre divisé
en quatre mécanismes supposés. Plusieurs genes sont impliqués dans le mécanisme putatif

de résistance de Lc. lactis a la nisine (Kramer et al., 2006) :

» Au niveau de la membrane cellulaire ou de la composition de la paroi cellulaire : la
modification de la paroi cellulaire empéche la nisine d'atteindre le lipide Il dans la
membrane cytoplasmique par un épaississement de la paroi cellulaire, en devenant plus
dense et moins chargée négativement.

» Modification de l'acidité locale a I'extérieur de la nisine membranaire, cela conduit a un
pH élevé, favorisant éventuellement la dégradation de la molecule de nisine ou

I'obligeant a se lier a la paroi cellulaire.
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» La saturation des chaines d'acides gras dans les phospholipides membranaires, pourrait
rendre la membrane plus fluide, empéchant l'insertion de la nisine dans la membrane.
» Les transporteurs ABC pourraient étre impliqués dans le transport de la nisine hors de

la membrane, empéchant la liaison nisine-lipide II.

———— et b

|

| |

4

X | Cell-wall |
: |

|

IS —

’r.-_
X |

|

!

s

f

|

=

|

H

g Membrane

Inside

Figure 18 : Mécanismes de résistance de la nisine dans l'espece Lc. Lactis (Kramer et al.,
2006).

: Epaississemnt de la paroi cellulaire. Blocage de I’entrée.

: Augmentation du pH de la paroi cellulaire. La dégradation / I’immobilisation.
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D'un point de vue pratique et pour la lutte contre le mécanisme de résistance chez les
microorganismes, la combinaison de la nisine avec une autre ou plusieurs bactériocines s'est
avérée efficace pour I'inhibition de Listeria par exemple (Vignolo et al., 2000). L'utilisation
des souches productrices de plusieurs bactériocines pourrait avoir aussi des avantages pour
la limite de I'émergence de bactéries résistantes aux bactériocines. Malgré leurs limites, les
bactériocines peuvent aider a résoudre certains problémes réeels de sécurité alimentaire. La
restriction imposée aux antibiotiques dans les aliments, I'efficacité des bactériocines,
I'existence de moyens pour les incorporer et le désir des consommateurs d'avoir des aliments
moins transformeés, constituent une excellente alternative a leur utilisation en combinaison

avec d'autres conservateurs ou agents (Deegan et al., 2006).
11.11. Isolement et purification des bactériocines

L’obtention des bactériocines commence par 1’isolement, la purification et
I’identification des BL produisant ces molécules. Des milieux selectifs spécifiques aux BL

sont utilisés comme le MRS et le M17. L’identification est établie en se basant sur des
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caractéres morphologiques et divers caracteres biochimiques (catalase, température de
croissance et production de gaz carbonique) ainsi que des caractéres moléculaires

(Bassyouni et al., 2012 ; Muryany et al., 2017).

Il est trés difficile de conditionner les bactériocines sous une forme purifiée. La
purification des bactériocines est une procédure longue et colteuse qui nécessite la mise en
ccuvre de nombreuses techniques a savoir une précipitation des protéines au sulfate
d’ammonium, différentes combinaisons de chromatographies sur colonne telles que des
échanges d’ions ou des interactions hydrophobes et une étape finale de chromatographie
liquide & haute performance en phase inverse (De Vuyst et Leroy, 2007). Ces traitements
ne sont pas applicables a 1’échelle industrielle. La stratégie souvent mise en ceuvre consiste
deés lors en I’adsorption de la bactériocine sur la cellule productrice suivie d’une
centrifugation ou d’une ultrafiltration de la culture et de la désorption de la bactériocine par
abaissement du pH a 2 et augmentation de la concentration en chlorure de sodium. Les
bactériocines semi-purifiées peuvent alors étre conditionnées sous forme seche par
atomisation ou lyophilisation par exemple. La nisine est la seule bactériocine légalement
approuvée comme additif alimentaire, est commercialisée sous une forme semi-purifiée
(Parente et Ricciardi, 1999).

La recherche d'autres méthodes de purification alternative est principalement
motivée par la nécessité de surmonter les inconvénients des méthodes conventionnelles. En
outre, les nouvelles méthodes devraient offrir un rendement éleve, un faible colt et un temps

relativement réduit (Lappe et al., 2012).

11.12. Facteurs influencant la production des bactériocines

L’optimisation des conditions de production favorise fortement l'obtention d’un
rendement important en bactériocines actives, et ce en agissant sur les différents facteurs

influencant cette production :
11.12.1. Température et pH

La température et le pH sont deux facteurs importants, a prendre en considération
quant a la production de bactériocine. Celle-ci est géneralement optimale a des températures
et des pH inférieurs a ceux optimaux pour la croissance (Dortu et Thonart, 2009 ; Rouxel,
2019).
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L’effet de ces deux parametres a fait I’objet de plusieurs études. Ainsi, la production
de bactériocine par Ln. lactis était optimale a 30°C et a pH variant de 6.5 — 7 ; néanmoins,
elle est diminuée d’une fagon considérable a 37°C eta pH 5.5 et 8.0 (Cholakov et al., 2021).
La production de Pediocine LB-B1 par Lb. plantarum LB-B1 était optimale a 37°C et a un
pH égal a 6 (Xie et al., 2011).

Quant a la souche En. faecium DPC1146 elle atteint son maximum de production a
une température de 30°C et a un pH de 6 (Hadji- Sfaxi et al., 2011). La production de
I’acidocine 8912 par Lb. acidophilus était maximisée a 30°C (Rahma et al., 2020).

11.12.2. Composition du milieu de culture

La composition du milieu de culture, et d’une fagon particuliere la source et la teneur
de carbone et d’azote influence considérablement la production de bactériocines. Les
bactéries lactiques requiérent plusieurs composants nutritionnels tels que : les facteurs de
croissance, les peptones, I’extrait de levure, les hydrolysats de protéines et 1’extrait de
viande. Ces composants ont un impact positif sur le rendement en bactériocines (Dortu et
Thonart, 2009).

De nombreux milieux de culture complexes ont été utilisés, afin d’isoler des bactéries
lactiques bactériocinogenes, entre autre le MRS (de Man, Rogosa, et Sharpe) (Xie et al.,
2011), le BHI (bouillon cceur-cervelle) (Ammor et al., 2006), et le M17(milieu semi-
synthétique pour lactocoques) (Hadji-Sfaxi et al., 2011).

Par ailleurs, il a été recommandé que la production des bactériocines peut étre

maximisée en fortifiant le milieu de culture, et ce par I’addition de I’extrait de levure

(Benkerroum et al., 2000).

Todorv et Dicks (2005) ont démontré que le taux de production des bactériocines
ST461BZ et ST462BZ produites par Lb. rhamnosus a significativement augmenté en

ajoutant au milieu le K2HPOy4 et le KH2PO4 respectivement.
11.12.3. Temps d’incubation

La synthése des bactériocines a lieu a la fin de la phase exponentielle et au début de
la phase stationnaire. Au-dela de cette période une diminution considérable du taux de
bactériocines a été observée, ceci est dd suite a la digestion de ces dernieres par des enzymes
dits protéolytiques, libérées par la cellule productrice (khouja et al., 2018). De ce fait,

plusieurs études ont été réalisées afin d’optimiser la période d’incubation. Gong et al. (2010)
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ont démontré que la production de la plantaricine MG par Lb. plantarum atteint sa valeur
maximale aprés 28h d’incubation. La production maximale de la bactériocine bacALP7 par

P. pentosaceus est observée apres 16h d’incubation et diminue de prés de la moitié apres

21h (Pinto et al., 2009).
11.13. Applications des bactériocines
11.13.1. Domaine alimentaire

Les bactériocines sont des molécules incolores, inodores et sans saveur, et par
conséquent, ne nuisent pas a l'acceptabilité de I'alimentation si elles sont utilisées comme
supplément (Del Rio et al., 2018). Elles sont habituellement reconnues comme sdres, sont
sensibles aux protéases digestives et ne sont pas toxiques pour les cellules eucaryotes. Elles
ont une grande tolérance aux variations de pH et aux traitements thermiques. Leur spectre
antimicrobien peut étre larges ou étroit, elles peuvent donc cibler sélectivement des bactéries
pathogenes ou altérantes sans inhiber les bactéries indispensables et ont un mode d’action
bactéricide. Les bactériocines doivent cependant étre considéréees comme un moyen de

préservation complémentaire a ceux déja existant (Doru et Thonart, 2009).

Leur utilisation dans le domaine alimentaire est devenue trés intéressante grace a leur
potentiel d'assurer une sécurité microbienne et une bonne qualité du produit alimentaire.
L'utilisation des bactériocines comme additifs naturels dans les aliments a suscité I'intérét du
consommateur qui cherche a minimiser l'utilisation des additifs chimiques artificiels dans
les produits alimentaires. Plusieurs études ont montré I'efficacité de la nisine en tant qu'agent
de conservation dans les aliments comme la truite fumée, les produits a base d'ceufs liquides
pasteurises, les fromages et d'autres produits laitiers. En effet, la nisine est la plus étudiée
des bactériocines et la seule utilisée commercialement dans les produits alimentaires (Egan
etal., 2016).

11.13.2. Domaine Médicale

L’application des bactériocines dans le domaine médical est une approche
intéressante. Elles sont bénéfiques pour le traitement et la prévention de diverses maladies
infectieuses causees par des agents pathogénes oraux, entériques et urogénitaux (Taale,
2016).

Grace a leur mode d’action différent des antibiotiques conventionnels, les

bactériocines, pourraient étre considérées comme une alternative prometteuse aux
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antibiotiques dans le cadre de controle de la prolifération et a I’inhibition des souches
bactériennes pathogenes émergentes et le traitement des infections cutanées, systémiques,
des gingivites, la mastite, de ’otite etc. (Chikindas et al., 2018).

Dans le cas du traitement du cancer, certains chercheurs ont démontré que les
bactériocines, ont une activité contre les cellules tumorales. A titre d'exemple, des recherches
ont démontré in vitro que la nisine a montré des capacités de prévention de la croissance des
cellules tumorales (Ibrahim, 2019). Cette bactériocine et d'autres peptides antimicrobiens
in vitro ont mis en évidence qu’ils pourraient avoir une application potentielle en tant que

médicaments anticancéreux (Chikindas et al., 2018 ; Ibrahim, 2019).
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111.1. Définition de la bioconservation

La bioconservation (ou biopréservation) est une nouvelle approche de conservation
basée sur l'utilisation de méthodes impliquant des conservateurs naturels et biologiques.
Ces conservateurs ont généralement une origine microbienne ou font partie des structures
intrinséques de l'aliment et contribuent a sa conservation. Plus précisement, la
biopréservation utilise des microorganismes antagonistes et leurs métabolites (acides
organiques, peroxyde d'’hydrogéne, diacétyle, bactériocines, etc.) pour prévenir ou tuer les
microorganismes nocifs et augmenter la durée de conservation des denrées alimentaires
(Rodgers, 2001 ; Johnson et al., 2018). Les aliments fermentés sont un bon exemple de
produits utilisant la biopréservation et ce, par la croissance et le métabolisme de BL et les
conditions qu'elles imposent dans cette forme d'aliments. Les BL sont donc les acteurs

essentiels de cette biopréservation (Daeschel et Ray, 1992 ; Barcenilla et al., 2022).
111.2. Composés naturels utilisés dans la conservation des aliments
111.2.1. Huiles essentielles

Les huiles essentielles (HE) contiennent un mélange complexe de composés non
volatils et volatils produits par les plantes aromatiques (Niu et al., 2016). Les bienfaits de
ces huiles ont éteé utilisés comme outil de base dans la formulation de conservateurs

végétaux contre les moisissures et la pollution (Prakash et al., 2014).

Généralement, les composants actifs des HE végétales inhibent les micro-
organismes par la perturbation de la membrane cytoplasmique, perturbant de la force
motrice du proton, flux d'électrons, transport actif et inhibition de la synthese des protéines
dans I'emballage antimicrobien. Exemples d'extraits de plantes et d'HE les plus largement
incorporés dans les emballages alimentaires sont les HE de linalol, de thymol, de carvacrol,

d'essence de clou de girofle, de cinnamaldéhyde et de basilic (Sung et al., 2013).

Les huiles essentielles ont également été incorporées dans un film a base de
protéines pour évaluer ses performances antimicrobiennes. Seydim et Sarikus (2006) ont
prépare un isolat de protéines de films de lactosérum contenant des rapports de 1.0 a 4.0 %
d'HE de romarin, d'origan et d'ail pour tester 1’efficacité de I'antimicrobien contre
Staphylococcus aureus, E. coli O157:H7, L. monocytogenes, Lb. plantarum et Salmonella
enteritidis (Sung et al., 2013).
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L'HE d'origan est reconnue comme agent antimicrobien naturel & fort potentiel de
conservation des aliments et classé comme un additif alimentaire par I'Union Européenne
(UE). En plus des caractéristiques antimicrobiennes, certaines études ont rapporté des
effets antioxydants de ces composés qui protégeaient le saindoux produits d'oxydation
(Muriel-Galet et al., 2015).

111.4.2. Acides organiques

Les acides organiques sont des antimicrobiennes efficaces contre les bactéries
pathogenes courantes et ont le statut GRAS (Almasoud et al., 2015). Ainsi, ils peuvent
étre appliqués pour inactiver les agents pathogénes d'origine alimentaire sur les produits
frais biologiques. lls agissent par deux mécanismes principaux : par acidification
cytoplasmique avec découplage ultérieur de la production et de la régulation énergétiques,
et par accumulation de I'anion acide dissocié a des niveaux toxiques (Mani-Lopez et al.,
2012).

Plusieurs antimicrobiens a base d'acides organiques réduisent les populations
bactériennes. Lorsqu’utilisé en association avec l'acide lactique ou acétique, l'acide
sorbique peuvent inhiber la croissance de L. monocytogenes, Sa. typhimurium et E. coli
0157:H7 dans de nombreux aliments peu acides, tandis que I'acide p-aminobenzoique a été
signalé pour présenter une activité inhibitrice significative contre L. monocytogenes, E. coli
et Sa. enteritidis (Cruz-Romero et al., 2013). Le sodium de benzoate est le conservateur le
plus efficace contre les micro-organismes tels que S. aureus et E. coli (Chouaib et al.,
2015).

111.2.3. Chitosane

Le chitosane est un polysaccharide linéaire de d-glucosamine a liaison B-(1-4)
distribuée de maniére aléatoire et la N-acétyl-d-glucosamine (Genskowsky et al., 2015).
C’est un bio-polymére prometteur pour I’emballage alimentaire actif et il a été
recommandé en raison de ses propriétés antibactériennes, biocompatibles, propriétés

biodégradables et non toxiques (Palma et al., 2016).

L’activité antimicrobienne du chitosane a été observée contre une grande variété de
micro-organismes comme les champignons, les algues et les bactéries (Antoniou et al.,
2015). Ils sont utilisés pour les activités antimicrobiennes dans les fruits (agrumes, raisin,

tomate), les jus de fruits (orange, etc.), les ceufs, les produits laitiers (lait), les céréales, les
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produits carnés (bacon, beeuf, volaille, etc.) et les produits marins (Muzzarelli et al.,
2012).

111.2.4. Extrait de pépins de raisin

Les propriétés antimicrobiennes de 1’extrait de pépins de raisin (GSE) ont été
évaluées contre L. monocytogenes, Sa. typhimurium, S. aureus, B. cereus, Enterobacter
sakazakii, E. coli O157:H7, Aeromonas hydrophila et d'autres agents pathogenes d'origine
alimentaire, a la fois in vitro et, dans une moindre mesure, dans les aliments (Oluk et
karasa, 2018).

Les composés phénoliques extraits de GSE degraissé se sont révélés des effets
inhibiteurs sur Staphylococcus aureus et E. coli. GSE (1%) lorsqu'il est combiné avec la
nisine (6400 Ul/ml) a inhibé les populations de L. monocytogenes a des niveaux
indétectables (minimum la limite de détection était de 100 UFC/g) dans les formulations de
saucisses de Francfort & la dinde entiere (21 % de matieres grasses) lors de la conservation
a4°C et 10°C (Perumalla et Hettiarachchy, 2011).

111.4.5. Extrait de thé vert

L’extrait de thé vert (GTE) a démontré des propriétés inhibitrices contre les
principaux agents pathogénes d'origine alimentaire, notamment L. monocytogenes, E. coli
0157:H7, Sa. typhimurium, Campylobacter jejuni. De plus, l'activité antimicrobienne du
thé reste fonctionnelle méme a températures élevées (100°C/60 min) ou a des températures
de pasteurisation (121°C/15 min) (Carrizo et al., 2016).

Les activités antimicrobiennes du GTE lorsqu'il est combiné avec des bactériocines
comme la nisine a démontré plus d'efficacité que lorsqu'il est seul contre les principaux
agents pathogenes d'origine alimentaire, comme L. monocytogenes. Cela peut étre di au
mécanisme d'action synergique de la nisine et les catéchines présentes dans le GTE
(Perumalla et Hettiarachchy, 2011).

Des études ont montré que les extraits de thé vert et de thé noir avaient une forte
capacité antimicrobienne et anti-oxydante. En raison des propriétés avantageuses et de la
classification comme aliment additif par I'UE, les GTE ont été incorporés dans difféerents
emballages alimentaires afin de prolonger la durée de conservation des produits grace a

leurs propriétés anti-oxydantes inhérentes (Muriel-Galet et al., 2015).
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111.3. Utilisation des microorganismes dans la bioconservation

Les risques sur la santé qui sont liés aux problemes de sécurité alimentaire sont a la
demande de produits alimentaires naturels, moins transformés ou sans conservateurs de la
part des consommateurs. Ceci augmente en urgence le développement de nouvelles
technologies de conservation comme alternatives aux additifs chimiques. Ces dernieres
années, l'utilisation de microorganismes ou de leurs métabolites pour controler les
organismes indésirables, prolonger la durée de conservation des aliments et accroitre la
sécurité alimentaire a suscité un intérét croissant (Yépez et al., 2017 ; Quattrini et al.,
2019).

Il existe différentes voies permettant la biopréservation des aliments en utilisant des

microorganismes :

» |l est possible d’utiliser des microorganismes tels que les bactéries lactiques. Ce
procédé est traditionnellement utilisé pour la conservation des aliments au travers de la
fabrication des produits fermentés (saucissons, fromages, végétaux...) (Shi et
Maktabdar, 2021).

» Une autre méthode utilisée pour la bioconservation des aliments consiste en
I’utilisation des substances du métabolisme des micro-organismes tels que les acides
organiques et les bactériocines. Ces derniéres peuvent également étre utilisées afin de

maitriser le développement des bactéries indésirables (Soltani et al., 2021).

111.3.1. Utilisation des bactéries lactiques

Les bactéries pathogenes et les moisissures sont considérées comme des
contaminants courants, car elles sont omniprésentes dans la nature et prospérent dans un
large éventail de conditions environnementales. En effet, la détérioration associée aux

produits laitiers sont tres diverses au niveau du genre et de lI'espéce (Sadiq et al., 2019).

La présence des bactéries pathogenes d'altération dans les produits laitiers entraine
différents types d'altération, notamment la croissance visible a la surface des produits,
altérations visibles de la couleur et/ou de la texture et formation de mauvaises odeurs
(Ledenbach et Marshall, 2009). En outre, les mycotoxines constituent une menace

considérable pour la sécurité alimentaire et la santé humaine (Hymery et al., 2014).
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Cependant, divers facteurs doivent étre pris en compte lors du choix des méthodes
de prévention et de contréle les plus appropriées, tels que I'impact sur les caractéristiques
des produits alimentaires, la perception et lI'acceptation des consommateurs, les conditions

de stockage des aliments, le co(t, etc. (Crowley et al., 2013 ; Garnier et al., 2017a).

Actuellement, la bioconservation par les BL est l'alternative la plus prometteuse
aux conservateurs chimiques dans I'industrie laitiere en raison de leur statut généralement
considéré comme sdr (GRAS). L'activité antifongique des BL contre les moisissures
d'altération a été étudiée non seulement dans des milieux de laboratoire, mais dans une
gamme de produits alimentaires fermentés, tels que le yaourt, le fromage et le pain
(Schwenninger et Meile, 2004 ; Delavenne et al., 2013, 2015 ; Garnier et al., 2017b ;
Ouiddir et al., 2019).

Les mécanismes potentiels a l'origine de l'activité antifongique des BL ont
principalement été étudiés a travers la caractérisation et l'identification des métabolites
microbiens. Les métabolites de BL comprennent principalement des acides organiques, des
acides gras, du peroxyde d'hydrogéne, des composés protéiques, de la reutérine et certains
volatils, comme le diacétyle (Crowley et al., 2013 ; Aunsbjerg et al., 2015). Les activités
antifongiques de certains métabolites microbiens ont été déterminées dans I'inhibition de la

croissance fongique (Ebrahimi et al., 2020 ; Garnier et al., 2020).

Cependant, la quantité de métabolites a généralement été trouvée a des
concentrations bien inférieures a leurs concentrations minimales inhibitrices (Siedler et al.,
2019). Il convient de noter que I'appauvrissement en manganése a été signalé comme un
nouveau mécanisme dans les BL pour retarder la croissance des champignons de
détérioration dans les produits laitiers. Cette découverte pourrait étre intéressante pour
Iindustrie laitiere pour prévenir et contrler la contamination fongique puisque

I'appauvrissement en manganese est un effet non microbicide (Siedler et al., 2020).

Des études antérieures ont identifié et caractérisé divers métabolites antifongiques
produits par BL. Ces métabolites vont des métabolites primaires simples aux métabolites
secondaires complexes dérivés des bioconversions ou de la synthése des peptides et du
clivage des protéines. Les metabolites primaires suivent la croissance du microorganisme,
tandis que les métabolites secondaires sont produits vers la fin de la phase de croissance
(Madigan et al., 2008).
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111.3.2. Utilisation des bactériocines des bactéries lactiques

Depuis leur découverte, les bactériocines se sont imposées comme des composés
antimicrobiens prometteurs avec des applications potentielles dans les secteurs de

I'alimentation (Soltani et al., 2021).

En tant qu'agents antimicrobiens naturels, les bactériocines sont une alternative
attrayante aux conservateurs chimiques lorsqu'il s'agit de satisfaire les demandes
croissantes des consommateurs pour des aliments slrs et préts a consommer avec un
minimum de transformation (Géalvez et al., 2007 ; Abbasiliasi et al., 2017). Comme les
bactériocines sont incolores, inodores et insipides elles peuvent étre incorporées dans les
produits alimentaires sans modifier leurs propriétés organoleptiques (Perez et al., 2014).
De plus, plusieurs bactériocines sont stables a faible pH, a haute température (Yang et al.,
2018) et sur une large gamme de concentrations de sel (Wilaipun et al., 2004 ; Djadouni
et Kihal, 2013).

L'utilisation de bactériocines comme conservateurs alimentaires offre plusieurs

avantages (Galvez et al., 2007 ; Hagiwara et al., 2010) :

» Prolonge la durée de conservation des aliments.

» Offre une protection supplémentaire dans des conditions de température excessive et a
d'autres points de contrdle critiques.

» Diminue le risque de transmission d’origine alimentaire des pathogénes tout au long
de la chaine alimentaire.

» Réduit les pertes économiques dues a la détérioration des aliments, aux rappels ou aux
épidémies.

» Permet l'application de traitements moins séveres pendant la transformation des
aliments sans compromettre la sécurité alimentaire, ce qui se traduit par une meilleure
conservation des nutriments, des vitamines et les propriétés organoleptiques des

produits alimentaires.

La nisine est la seule bactériocine autorisée comme bioconservateur (Alvarez-
Sieiro et al., 2016), et est exploitée dans différentes préparations commerciales, telles que
Nisaplin™ (Danisco), Chrisin™ (Chris Hansen) et Delvo®Nis (DSM). Il est largement

utilisé dans les industries laitieres pour controler les clostridies (Krivorotova et al., 2016)
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et la contamination post-transformation par des souches de Listeria (Thomas et Delves-
Broughton, 2001).

La nisine et d'autres bactériocines connues inhibent plusieurs agents pathogénes, ou
bactéries d'altération dans différentes matrices alimentaires, notamment les produits
laitiers, la viande et les produits a base de viande, les produits de la péche et les fruits de
mer, les jus et les boissons, les fruits, les legumes et les céréales (Delves-Broughton,
1990 ; Franz et al., 2011 ; Arqués et al., 2015 ; Gharsallaoui et al., 2016).

Les bactériocines peuvent également étre utilisées pour favoriser I'affinage précoce
du fromage cheddar en induisant une lyse précoce des cellules dans les cultures starter,
entrainant la libération d'enzymes intracellulaires dans la matrice du fromage (O'sullivan
et al., 2003).

Les bactériocines peuvent étre incorporées dans les produits alimentaires sous
forme de composés semi-purifiés ou sous forme de poudres bioactives, contenant
fréguemment un mélange de composés antimicrobiens (bactériocines, acides organiques,
etc.). Ces poudres sont généralement obtenues par culture de la souche productrice dans un
milieu de croissance approprié, suivie d'une inactivation bactérienne par la chaleur et d'un
séchage du milieu (Franz et al., 2011). Les poudres bioactives commerciales que I'on
trouve sur le marché comprennent les fermentas MicroGard® (Dupont) et les produits
DuraFreshTM (Kerry), qui sont efficaces contre les levures, les moisissures et les bactéries
Gram positives ou Gram négatives. Les bactériocines peuvent également étre incorporées
dans les films d'emballage alimentaire pour inhiber la détérioration ou la croissance de
microorganismes pathogenes pendant la période de stockage (Guo et al., 2014 ; Damania
et al., 2016 ; Benabbou et al., 2018).

Les méthodes couramment utilisées dans la bioconservation des aliments a l'aide de

bactériocines comprennent :

1) L'inclusion directe lors de la transformation des aliments de bactéries lactiques
pouvant produire de la bactériocine (Silva et al., 2018). En raison du potentiel inhérent
du BL a utiliser la matrice alimentaire comme milieu de croissance et secret, le
métabolite souhaité est le principal facteur d'utilisation de cette méthode (Schillinger
etal., 1996 ; Cleveland et al., 2001).

2) Une autre méthode consiste a extraire la bactériocine souhaitée et a I'appliquer dans les

aliments (Schillinger et al., 1996), ce qui peut étre fait soit en utilisant un extrait de
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bactériocine purifié, soit partiellement purifié dans un mélange d'autres substances
(Silva et al., 2018) tandis que plusieurs méthodes de nano-encapsulation sont
également adoptées (Chandrakasan et al., 2019).

3) De méme, les produits qui ont été precédemment fabriqués a I'aide de la souche de BL
souhaitée peuvent étre incorporés dans les constituants de la transformation d'autres
aliments (Schillinger et al., 1996).

111.4. Biotechnologies émergentes pour la conservation naturelle des aliments
111.4.1. Les nanoparticules

La nanotechnologie s'est largement développée comme I'une des plus importantes
avancées technologiques de I’époque. Les nanosciences et les nanotechnologies ont déja
été appliquées dans divers domaines, dont la médecine et I'industrie alimentaire (Sozer et
Kokini, 2009).

Ces derniéres années, l'application de la nanotechnologie a la sécurité alimentaire a
attiré I'attention de nombreux chercheurs en raison de son potentiel considérable pour le
développement de systemes de délivrance d'antimicrobiens (Zou et al., 2012). Cette
technologie pourrait étre utilisée pour améliorer la stabilité antimicrobienne. En outre, elle
pourrait étre appliquée directement ou comme emballage dans différents systemes
alimentaires pour inhiber la croissance des agents pathogénes d'origine alimentaire. Les
applications de la nanotechnologie pour délivrer des antimicrobiens ont été rapportées dans
plusieurs études (Weiss et al., 2014). Cependant, I'étude des nanoparticules comme
antimicrobiens dans des modeles alimentaires est trés limitée en raison de la complexité

des composants alimentaires (Barberis et al., 2018).

Les nanoparticules sont des particules colloidales, possédant des diamétres compris
entre 1 et 1000 nm, dans lesquelles des composés peuvent étre encapsulés, adsorbés ou
dispersés. Une grande variété de nanoparticules composées de divers matériaux,
notamment des lipides, des polymeres naturels et synthétiques et des matériaux
inorganiques, des systemes d'administration dont les propriétés physico-chimiques varient
et qui permettant ainsi une variété d'applications (Letchford et Burt, 2007 ; Peters et al.,
2011 ; Brandelli et al., 2017).

Plusieurs auteurs ont déja demontré l'utilisation potentielle de nanoparticules

liposomales pour améliorer [I'efficacité antimicrobienne de la nisine contre Sa.
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typhimurium, L. monocytogenes et S. aureus dans des systémes alimentaires (Prombutara
etal., 2012 ; Zou et al., 2012).

Certaines études ont montré une activité antimicrobienne plus élevée des
nanoparticules chargées en nisine contre L. monocytogenes DMST 2871 par rapport a la
nisine libre, ce qui indique que la nisine était libérée des nanoparticules tout au long de la

période de stockage (Ravichandran et al., 2011).

Les nanotechnologies sont également développées dans les domaines de
I'emballage alimentaire. Il a été démontré que l'incorporation de nanomatériaux dans les
emballages alimentaires améliore la qualité des fruits et légumes frais, des produits de
boulangerie et des confiseries en protégeant les aliments de I'numidité, des lipides, des gaz,
des mauvaises saveurs et des odeurs (Sozer et Kokini, 2009).

Malgré toutes les applications potentielles de la nanotechnologie, elle est toujours
considérée comme un sujet nouveau dans le domaine de la sécurité alimentaire. Les
propriétés et les caractéristiques spécifiques des nanomatériaux utilisés dans les
applications alimentaires doivent étre soigneusement examinées en raison des risques

potentiels pour la santé (Barberis et al., 2018).

111.4.2. Bactériophages et endolysines

Les bactériophages sont des parasites obligatoires définis comme des phages
virulents qui lysent les hotes bactériens vivants (Fieseler et al., 2011). Ils présentent une
caractéristique unique pertinente et adaptée a la sécurité alimentaire (EI-Shibiny et
Dawoud, 2020). A l'inverse, d'autres auteurs affirment que les bactériophages ont causé
d'énormes problémes économiques négatifs pour l'industrie laitiere et de nombreux
obstacles, ont également été constatés, lorsqu'ils ont été appliqués dans les produits a base
de volaille (Joerger, 2003 ; Owens et Hodgson, 2013).

Le potentiel lytique des bactériophages a été exploité pour tenter de concevoir une
approche antimicrobienne plus naturelle, afin de contrdler les bactéries aux différents

stades de la production alimentaire (Greer, 2005).

Les bactériophages lytiques ont été testés dans différents systemes alimentaires
(viande, volaille, poissons marins, produits laitiers, agricoles et horticoles) pour
I'inactivation des principaux agents pathogénes d'origine alimentaire (bactéries Gram

négatives et Gram positives), notamment L. monocytogenes, S. aureus, E. coli O157:H7,
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Sa. enteritidis, Shigella spp, Cronobacter sakazakii et Vibrio spp. ainsi que pour le
contr6le des bactéries d'altération (Garcia et al., 2008 ; Li et al., 2014 ; Pérez Pulido et
al., 2016).

Des bactériophages commerciaux (Listex P100 et Salmonelex) contre Salmonella et
L. monocytogenes combinés a la nisine, dans des conditions simulant des applications
commerciales ont été testés comme méthodes de biopréservation sur de la laitue fraiche

coupée (Barberis et al., 2018).

Le peptidoglycane est un composant structurel majeur de la paroi cellulaire
bactérienne. Les endolysines du bactériophage sont des hydrolases de peptidoglycane
antibactériennes trés actives qui permettent au phage de s'échapper de la cellule
bactérienne au cours de la phase de développement. Les endolysines de bactériophages ont
évolué pendant des millions d'années pour devenir l'arme ultime contre les bactéries
(Oliveiraetal., 2012).

L'ingénierie des endolysines a ouvert une gamme de nouvelles applications pour les
microbes qui sont réputés réfractaires ou qui peuvent développer une résistance (Nelson et
al., 2012). Les endolysines clonées pourraient avoir une spécificité d'hote plus large par
rapport aux bactériophages lytiques (Pérez Pulido et al., 2016). Néanmoins, les problemes
de réglementation et les colts de production élevés sont des facteurs qui pourraient

empécher ’application de ces agents dans un proche avenir (Barberis et al., 2018).

111.5. Facteurs influencant ’activité des bactériocines dans les produits alimentaires
111.5.1. Composition de I’aliment

Lors d'une application alimentaire, la composition du produit est un des premiers
facteurs pouvant réduire ou totalement dissiper l'activité de la bactériocine par son
adsorption sur des composantes du produit, la limitation de sa solubilité et de sa diffusion,
sa dégradation par des protéases, l'interaction avec des additifs alimentaires ou des

ingrédients et/ou un pH inapproprié (Géalvez et al., 2007).
1115.2. Traitements thermiques

Les traitements appliqués aux produits constituent un deuxieme facteur pouvant
limiter l'activité inhibitrice dans un produit alimentaire. En effet, des traitements

thermiques trop élevés peuvent dégrader les bactériocines présentes. La température de
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stockage pourra également réduire l'activité des bactériocines, qui varie en fonction de la
température (Dortu et Thonart, 2009).

111.5.3. Flore autochtone

Un autre facteur limitant I'activité des bactériocines est la flore autochtone,
principalement sa concentration, la présence de bactéries résistantes, la présence de
microorganismes produisant des protéases dégradant la bactériocine et I'état physiologique
de cette flore. Un état physiologique stationnaire ou stressé ainsi que la formation de
spores peut conduire a une résistance accrue. En outre, dans les produits solides, les
bactéries forment des microcolonies ou des biofilms dont la résistance aux bactériocines

peut étre plus élevée (Schobitz et al., 2003).

D'autre part, il sera également important de considérer I'impact de la bactériocine
sur la flore résidente favorable des aliments. Si celle-ci est sensible & la bactériocine, son
déséquilibre pourra conduire a la croissance de microorganismes résistants aux
bactériocines, pathogénes et/ou altérants avec des conséquences sanitaires et/ou
organoleptiques défavorables. A notre connaissance, malheureusement, cet aspect n'a pas

encore éte étudié en détail (Schobitz et al., 2003).
Ces phénomenes peuvent conduire a (Kouakou et al., 2008) :

- Une absence totale d'activité antimicrobienne.

- Une inhibition partielle des bactéries cibles.

- Une diminution initiale de la concentration des bactéries ciblent sous la limite de
détectabilité suivie d'une reprise de croissance au cours du stockage, un phénomeéne
appelé « rebond ».

- Un effet inacceptable sur I'état sanitaire et/ou sur les qualités organoleptiques.

I11.6. Application des bactériocines dans la bioconservation des aliments
111.6.1. Bioconservation des produits laitiers

Le probleme souvent rencontré dans la production de fromage est la prolifération de
bactéries de l'acide butyrique telles que Clostridium tyrobutyricum. Dans la pratique
laitiere, le nitrate est couramment ajouté au lait de fromagerie pour empécher la
prolifération des spores de Clostridia (Abee et al., 1995). Ce conservateur chimique peut

étre remplace trés efficacement par la nisine qui a également été appliquée dans l'industrie
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laitiere car elle peut contrdler le L. monocytogenes (Vignolo et al., 2000 ; Shi et
Maktabdar, 2021). Son utilisation comprend son ajout au fromage pendant la
pasteurisation pour arréter la germination des spores clostridiales, qui provoquent la

fermentation de I'acide butyrique associee au Clostridium (Timothy et al., 2021).

La prolifération des spores de Clostridium tyrobutyricum dans le fromage Gouda
sans nitrate a été completement empéchée lorsqu'une souche productrice de nisine A a été
ajoutée a la culture de départ (10% de producteurs de nisine A). La nisine A est également
un inhibiteur efficace de L. monocytogenes, et la croissance de ce pathogéne a été
efficacement inhibée par la nisine A dans le camembert et dans le fromage cottage a 4°C
ainsi qu'a 37°C. Ces résultats suggérent fortement un réle potentiellement plus large pour
la nisine A dans la conservation future d'une variété de produits laitiers (Benkerroum et
Sandine, 1988 ; Hugenholtz et De Veer, 1991 ; Maisnier-Patin et al., 1992 ; Verma et
al., 2022).

A la surface des fromages a pate mi-dure et dure, les bactériocines inhibent la
formation de gaz (formation tardive de buée sur le fromage) causée par C. tyrobutyricum et
aussi les bactéries pathogenes comme Staphylococcus aureus, Bacillus cereus et L.
monocytogenes (Thuault et al., 1991 ; Hassan et al., 2021). Le fromage cheddar a éeté
produit en utilisant des lactocoques produisant de la nisine (301 et 387 Ul de nisine/g) dans
des fromages pasteurisés ou dans des fromages a tartiner emballés a froid (Verma et al.,
2022).

En outre, le nombre de Staphylococcus aureus, de L. monocytogenes et de spores de
C. sporogenes ayant subi un choc thermique a été considérablement réduit par la nisine
(100 et 300 Ul/g) (Djadouni, 2017 ; Ibarra-Sanchez et al., 2020). Dans le fromage, selon
la variéeté, I'incorporation de nisine (100 Ul/ml) inhibe potentiellement la croissance de L.
monocytogenes pendant 8 semaines ou plus dans le fromage (Verma et al., 2022).

Un exemple utile est la bactériocine de Lactobacillus lactis subsp. lactis DPC 3147
(Lacticine 3147), c’est une bactériocine a deux composants ayant une activité a large
spectre car divers microorganismes y sont sensibles. Elle s'est avérée utile pour améliorer
la qualité du fromage cheddar en limitant la croissance d'autres BL qui ne faisaient pas
partie de la culture de départ, surtout pendant la phase de maturation (Ross et al., 2002). Il
a également démontre son pouvoir de conservation du lait (Timothy et Sharma, 2014) et
également dans la conservation des produits laitiers en bon état pendant une période
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prolongée, en les protégeant des organismes d'altération et en maintenant ainsi leur sécurité
(Silva et al., 2018).

L'application de la nisine dans les aliments laitiers qui nécessitent des ferments
lactiques présente un probléme car le large spectre d'inhibition associé a la nisine inclut les
BL elles-mémes (Shi et Maktabdar, 2021). Une autre approche qui pourrait étre utilisée
pour contrdler des pathogenes spécifiques ou des organismes d'altération dans les aliments
laitiers consiste a utiliser des bactériocines avec une gamme d'activité hautement
spécifique. La bactériocine entérocine 1146 produite par Enterococcus faecium DPC1146,
est extrémement active contre L. monocytogenes a des niveaux qui n'ont aucun effet sur les

starters lactococciques (Parente et Hill, 1992).

En. faecium DPC1146 a été utilisé pour fermenter du lait, qui a ensuite été
pasteurisé. La bactériocine est produite dans le lait et elle n'a pas été affectée par le
traitement thermique. Ce lait a été mélangé a du lait frais et utilisé pour la fabrication de
fromage. Les starters de lactocoques se sont développés et ont produit de I'acide lactique
dans ce mélange, alors que le L. monocytogenes introduit en méme temps a été rapidement
tué. Cet effet inhibiteur n'a pas été observé lorsqu'on a utilisé une variante de DPC1146 qui

ne produisait plus la bactériocine (Abee et al., 1995).

111.6.2. Bioconservation des produits carnés

Au cours des trois derniéres décennies, l'intérét de la recherche pour le
développement de systemes de salaison de la viande sans nitrite s'est accru. La principale
préoccupation concernant I'utilisation de nitrites pour la maturation de la viande est la
formation éventuelle de N-nitrosamines cancérigenes. Récemment, des tentatives ont été
faites pour utiliser la nisine A comme alternative au nitrite. Bien que l'utilisation de cette
bactériocine seule n'ait pas été couronnée de succes, des résultats prometteurs ont été

obtenus lorsqu'elle a été combinée a une autre bactériocine (Abee et al., 1995).

La nisine A n'est apparemment pas la bactériocine de choix pour la conservation de
la viande, contrairement a son efficacité dans les produits laitiers. Les bactériocines
produites par les BL associées a la viande et aux fermentations de la viande telles que
Pediococcus, Leuconostoc, Camobacterium et Lactobacillus spp. ont probablement un
potentiel beaucoup plus grand comme agents de conservation de la viande (Stiles et
Hastings, 1991 ; Shahidi, 1991).
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L'une des politiques les plus rigides concernant L. monocytogenes est celle du
gouvernement des Etats-Unis qui ne permet pas l'existence du moindre nombre de L.
monocytogenes dans tout type d'aliment (Sifour et al., 2012). Ce pathogéne alimentaire a
été découvert comme un agent responsable d'intoxication alimentaire dans la viande (Ming
et al., 1997) et se trouve uniquement dans les abattoirs, I'industrie de transformation de la
viande, la viande cuite et méme réfrigérée (Cleveland et al., 2001 ; Timothy et al., 2021).

Afin de réduire et de contréler l'incidence du L. monocytogenes dans les produits
carnés, des recherches plus profondes doivent étre menées pour utiliser des méthodes
naturelles et plus sdres, la bactériocine étant un bon métabolite & prendre en compte. De
plus, des études plus intensives sont nécessaires pour consolider les conclusions de Hugas
et al. (1998) qui ont rapporté I'efficacité de la bactériocine produite par Lactobacillus sakei

CTC494 qui était dissuasive pour la croissance de Listeria innocua, qu'il a appelé sakacine.

Vignolo et al. (2000) ont également signalé que Lactobacillus casei CRL705
contréle la croissance de L. monocytogenes. D'autres études ont montré I'avantage potentiel
de l'utilisation de la bactériocine comme agent de conservation dans la viande crue, la
viande de porc cuite et les produits de volaille emballés (Schillinger, 1989 ; Rhamdel et
al., 2019).

Toutes les bactériocines identifiées nécessitent une étude approfondie pour avoir
une connaissance plus large de leur activité, des composés actifs qu'elles contiennent et des

conditions de fermentation pour leur production optimale (Verma et al., 2022).

Lactobacillus sake Lb674, une bactérie lactique légérement acidifiante isolée a
I'origine de la viande, produit la bactériocine sakacine 674, qui est identique a la sakacine P
et tres similaire a la pédiocine PA-1 (Krockel, 1992 ; Tichaczek et al., 1994 ; Holck et
al., 1994). Sur des saucisses de type Bologne en tranches emballées sous vide et stockées a
+ 7°C, le Lb. sake Lb674 produit des quantités détectables de bactériocine et retarde ou
inhibe complétement la croissance de L. monocytogenes. En tant qu'additif purifié, la
sakacine 674 présente un effet initial marqué contre L. monocytogenes et réduit la
croissance listérienne pendant le stockage de ce produit de viande fermentée (Verma et al.,
2022).

Yousef et al. (1991) ont étudié la croissance de L. monocytogenes dans une
saucisse de saucisse emballée. Ces chercheurs ont prouveé que les inoculant de Pediococcus

ou la pédiocine purifiée peuvent fonctionner comme des biopréservateurs pour éliminer les
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bactéries pathogénes Gram positives dans les viandes cuites pendant un stockage réfrigéré

prolongé.
111.6.3. Bioconservation des produits marins

Les contrbles de L. monocytogenes comme les produits carnes sont la principale
application des bactériocines ou des starters contenant la bactérie dans la péche et autres
aliments pour poissons. Les crevettes sont généralement créées avec l'inclusion d'acide
sorbique et benzoique pour améliorer la durée de conservation. Les chercheurs se sont
intéresses a l'utilisation de ces acides organiques pour étudier la possibilité d'utiliser des
bactériocines pour protéger les fruits de mer. La bavaricine A avait une durée de
conservation de 16 jours dans les crevettes saumurées, tandis que la nisine Z a une durée

de conservation de 31 jours (Ucar et al., 2020).

L'influence de la nisine empéche la survie du L. monocytogenes dans le saumon
fumé a froid en combinaison avec dioxyde de carbone a basse température et de basses
températures montrent que le développement du L. monocytogenes dans les produits
emballés sous vide est ralenti mais pas inhibé par la nisine (Soni et al., 2014). La sakacine
P a une influence initiale sur la croissance de L. monocytogenes dans le saumon fumé a
froid, tandis que la bactériostatique dans Lb. Sakei a une influence. En conjonction avec la
sakacine P dans le saumon, la culture du Lb. sakei observe une influence bactériocide sur

le L. monocytogenes (Verma et al., 2022).

Dans les truites arc-en-ciel fumées a froid et conservées a 8 °C pendant 17 jours, ou
a 3 °C pendant 29 jours, la nisine et le lactate inhibent tous deux le développement du L.
monocytogenes, et les deux composés sont encore plus efficaces. La quantité de L.
monocytogenes injectée dans le poisson fumé est diminuée par la combinaison de la nisine
et du lactate de sodium. De plus, dans les échantillons pré-fumés contenant a la fois de la
nisine et du lactate de sodium, les niveaux de L. monocytogenes restent pratiqguement
constants pendant 29 jours, a 3 °C (Nilsson et al., 1997 ; Szabo et Cahill, 1999 ; Nykanen
et al., 2000 ; Brillet et al., 2005).

Des souches bactériennes ont été observés pour le poisson frais substantiellement
réduit par la souche multibactériocinogéne Lb. curvatus BCS35 comme culture défensive
et de son surnageant de cellules libres utilisé comme composant alimentaire dans le

stockage en chambre froide, améliorant la qualité du produit et sa valeur commerciale
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(Gomez-Sala et al.,, 2016). Dans l'industrie des fruits de mer, plusieurs espéces de
bactéries ou de produits marins ont été considérablement employées comme probiotiques
ou antibiotiques contre Cytophaga, Vibrio, Aeromonas, Pasteurella, Streptococcus,
Edwardsiella et Mycobacterium (Galvez et al., 2008 ; Garcia et al., 2010 ; Pilet et Leroi,
2011).

111.6.4. Bioconservation des produits a base de fruits

Dans le cas de produits alimentaires tres acides comme les fruits, la bactériocine
serait un conservateur majeur (Settanni et Corsetti, 2008). Elles sont ajoutées pour éviter
les altérations causées par Alicyclobacillus spp. dans les jus et les boissons de fruits et les
altérations causées par C. tyrobutyricum dans les pulpes de fruits en conserve (Barbosa et
al., 2017). Dans les jus de fruits, les bactériocines peuvent diminuer ou supprimer le

développement de Sa. typhimurium et E. coli 0157 :H7 (Verma et al., 2022).

Dans une étude de Pei et al. (2017), I'ajout de la bactériocine RC20975 a permis de
réduire la résistance thermique des spores Alicyclobacillus acidoterrestris responsables de
I'altération dans le jus de pomme grace aux endospores qui n‘ont pas pu étre tuées. Dans
une autre approche, une bactériocine produite par Lactobacillus spp. a réussi a inhiber la
croissance de certains micro-organismes pathogenes et daltération tels que E. coli,
Pseudomonas aeruginosa et Sa. paratyphi dans du jus d'orange. Dans les conserves
d'ananas, le concentré de tomates et le sirop, ils tuent également les cellules végétatives de
B. coagulans, Lb. plantarum, etc. (Verma et al., 2022).

La bactériocine immobilisée de Lb. acidophilus NCDC343 a entrainé la baisse
maximale de la population bactérienne dans le jus de grenade et de pomme a 37 °C par

rapport aux conservateurs chimiques (Rani et al., 2016).

L'utilisation de bactériocines, associée a des enrobages comestibles, est considérée
comme une approche tres prometteuse pour la qualité microbiologique et la sécurité du
stockage post-récolte des fruits et légumes crus et peu transformés (Agriopoulou et al.,
2020).

111.6.5. Produits alimentaires et boissons a base de céréales

Plusieurs aliments a base de céréales contiennent des bactériocines, synthétisées
pendant le processus de fermentation. Les bactériocines sont utilisées pour lutter contre les

bactéries sporulées, notamment B. cereus, dans les aliments pasteurisés et les produits
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alimentaires contenant du riz (Rodrigo et al., 2021). Il a été démontré que l'utilisation de la
Lc. lactis subsp. lactis dérivée de la nisine comme starter pour le riz améliore le processus
de fermentation en contrélant la maturation de B. subtilis et limite également la croissance

de S. aureus et L. monocytogenes dans le lait de soja (Verma et al., 2022).

Les bactériocines améliorent la protection et les propriétés qualitatives des aliments
fermentés transformés a partir de céréales et de légumineuses en diminuant la survie des
pathogénes courants comme B. cereus, Sa. enteritidis et E. coli O157:H7 (Verma et al.,
2022).

Cizeikiene et al. (2013) ont ajouté 20 % de Pediococcus pentosaceus KTU05-9
dans le levain pour fabriquer du pain, ce qui a permis d'inhiber la croissance de Bacillus
subtilis responsable de la pourriture, grace a la production d'acides organiques et de

bactériocines qui ont prolongé la durée de conservation du pain de 6 jours.

De méme, lorsque les bactéries contenant P. pentosaceus KTUO05-8 et KTUO05-10,
et P. acidilactici KTUO05-7 ont été pulvérisées sur la surface du pain emballé sous forme de
suspension cellulaire, elles ont inhibé la croissance fongique et amélioré la fraicheur du

pain pendant 8 jours (Cizeikiene et al., 2013).

Pour la préparation des produits de boulangerie, on utilise généralement la pate de
blé. Il a été observé qu'elle est contaminée par des bactéries d'altération, ce qui entraine des
défauts tels que la rugosité et la production d'entérotoxines dans le pain. Viedma et al.
(2011) ont rapporté qu'a une faible concentration de bactériocine est efficace contre les
cellules végétatives de Bacillus spp. alors qu'une concentration plus élevée est nécessaire
pour tuer les endospores. De méme, dans une étude précédente, les auteurs ont signalé que
les bactériocines étaient efficaces contre L. Monocytogenes, S. aureus et B. cereus dans
divers desserts, y compris la créme patissiére, les puddings a la gélatine et les desserts a
base de soja (Viedma et al., 2009).

111.6.6. Produits et boissons a base de légumes

Pour la conservation des produits alimentaires végétaux et des boissons, les
bactériocines et les souches bactériocinogénes pourraient étre utilisées (Settanni et
Corsetti, 2008). Comme indiqué par Allende et al. (2007) dans le jus de laitue, les
bactériocines inhibent la croissance de Staphylococcus aureus et garantissent I'inactivation

absolue de Bacillus cereus et de L. monocytogenes.
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L'utilisation des bactériocines ex-situ pour la production semble étre une alternative
intelligente pour les produits alimentaires veégétales afin d'éviter les problemes de la
production de bactériocines in-situ. Certains exemples d'isolats de BL antagonistes
comprennent les souches de Lb. fermentum et de Weissella cibaria provenant du

concombre, du chou, curcuma et de la carotte (Patel et al., 2012).

Les bactériocines peuvent étre utilisées individuellement ou en association avec des
désinfectants pour la décontamination des fruits et légumes, car aucun effet sur les cellules
ou les tissus végétaux n'a été observé. Dans les légumes fermentés, les bactéries
productrices de bactériocines sont populaires (Zhao et al., 2016). Certaines souches de
I'espéce Pediococcus parvulus d'origine végétale sont également utilisées pour la synthese
de la pédiocine PA-1 (Cintas et al., 2001).

111.6.7. Bactériocines dans les films d'emballage

On étudie depuis longtemps l'insertion de bactériocines dans les films d'emballage
afin de protéger les aliments contre la détérioration. Dans un emballage normal, le
matériau d'emballage et la surface du produit alimentaire sont en contact direct, ce qui
permet parfois la croissance microbienne, mais le film d'emballage antimicrobien peut
empécher cela. Le film d'emballage antimicrobien doit étre en contact avec la surface de
I'aliment pour que les bactériocines y pénétrent. Cette pénétration lente des bactériocines a
partir du film d'emballage est plus avantageuse que I'immersion et la pulvérisation des
aliments avec des bactériocines. Dans ce cas, l'activité antimicrobienne est réduite
(Appendini et Hotchkiss, 2002 ; Kirtonia et al., 2021).

Pour produire les films d'emballage utilisés pour les bactériocines, deux méthodes
sont généralement utilisées. L'une des méthodes consiste a utiliser la bactériocine injectée
directement dans les polymeres. Cela peut s'expliquer comme si la nisine était ajoutée dans
les films protéiques, biodégradables par nature. Cette étude utilise deux méthodes de
formation de films d'emballage, comme la presse a chaud et le moulage. Ces deux
méthodes facilitent I'incorporation de la nisine dans les films fabriqués a partir de protéines

de soja et de zéine de mais (Padgett et al., 1998).

Pour inhiber la croissance de Lb. plantarum, les films fabriqués a partir de de presse
a chaud et coulés s'avérent tres utiles. Les films coulés ont plus de zones inhibitrices s'ils

sont incorporés avec le méme niveau de nisine. Dans une expérience, la nisine est insérée
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dans le film plastique fabriqué pour I'emballage sous vide des carcasses de beeuf (Siragusa

etal., 1999).

L'activité antimicrobienne de la nisine peut étre observée contre Brochothrix
thermosphacta et Lb. helveticus inoculés dans les portions de tissu de surface de la
carcasse. Une réduction de Brochothrix thermosphacta peut étre observée lorsque la nisine
est injectée dans l'emballage du beoeuf dans les 2 premiers jours de stockage a une
température de 4°C. Il est stockeé a 4 ou 12°C pendant 20 jours pour simuler un abus de
température. Aprés cela, la population de Brochothrix thermosphacta des échantillons
emballés dans du plastique imprégné de nisine était inférieure a celle du témoin (Kirtonia
etal., 2021).

La nisine est imprégnée dans les films cellulosiques, comestibles par nature et
fabriqués a partir d'hydroxy-propylméthyl-cellulose, en I'ajoutant a la solution filmogene
(Coma et al., 2001). Pour améliorer la barriére du film, des additifs peuvent étre ajoutés,
comme l'acide stéarique, lorsque I'effet inhibiteur contre Listeria innocua et S. aureus est
observé. Lorsque la nisine est ajoutée aux aliments comme agent de conservation dans les
aliments emballés, la diffusion de la nisine aux aliments peut étre améliorée par

optimisation (Kirtonia et al., 2021).

L'enrobage ou I'absorption des bactériocines a I'intérieur de la surface du polymeére
est une autre facon d'ajouter une bactériocine dans les polymeres. Dans le cas des films de
polyéthylene, I'enrobage de nisine/méthylcellulose est utilisé, également pour les poulets
(Appendini et Hotchkiss, 2002).

L'adsorption de la nisine sur des surfaces de silice salinisée est capable d'empécher

la croissance de L. monocytogenes (Bower et al., 1995).

La réduction de la population des organismes d'altération des aliments conduit a
I'extension de la durée de conservation des produits alimentaires, mais I'objectif principal
est de contrdler des organismes pathogénes spécifiques (Pati et al., 2021). Ce type de film
est composé d'enzymes, de bactériocines, de substances botaniques. Dans ce procédé, la
cuisson des produits carnes se fait dans I'enveloppe ou le boyau bioactif. Le site réduction

du nombre de L. monocytogenes est assez bon (Kirtonia et al., 2021).
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Conclusion et perspectives

A travers cette synthese bibliographique, nous avons mis le point sur I’intérét des
bactériocines des bactéries lactiques, leur structure, classification et leur mode d’action.
Ainsi, nous avons discuté la possibilité de les utiliser comme alternative pour la

bioconservation des aliments.

Depuis de nombreuses années, les consommateurs demandent des aliments conservés
sans additifs chimiques. L'utilisation des inhibiteurs antimicrobiens des BL au lieu de
conservateurs chimiques permettrait a I'industrie alimentaire de répondre a cette demande.
Toutefois, l'introduction de la biopréservation des aliments a grande échelle nécessite une
évaluation minutieuse de la sécurité et une analyse des risques dans le cadre d'une procédure

officielle de notification ou d'enregistrement.

Les bactériocines sont des moyens naturels bien acceptés d'inhibition microbienne
sélective. En outre, la demande croissante de traitement minimal des aliments offre une
opportunité pour leur application a grande échelle. Cependant, bien que de nombreuses
bactériocines, telles que la lacticine 3147, la pédiocine PA-1 et I'entérocine AS-48, aient
démontré qu'elles présentaient un large spectre d'applications alimentaires, en raison de
restrictions légales, la nisine reste la seule bactériocine autorisée comme biopréservateur

dans les industries alimentaires d'environ 50 pays.

La poursuite de I'étude des propriétés physiques et chimiques, du mode d'action et
des relations structure-fonction des bactériocines est nécessaire si I'on veut exploiter leur
potentiel dans la conservation des aliments. Ainsi que des recherches plus poussées sur les
réactions synergiques de ces composeés et d'autres conservateurs naturels, en combinaison
avec des technologies avancées, pourraient permettre de remplacer les conservateurs
chimiques ou de réaliser des traitements moins séveres, tout en maintenant une sécurité et

une qualité microbiologiques adéquates dans les aliments.

A la lumiére de cette étude et 1’analyse des données portant sur 1’intérét des

bactériocines, nous proposons de :

- Financer davantage des recherches qui aideraient a se concentrer sur l'ingenierie des
microorganismes pour une production antimicrobienne ameéliorée sans negliger les
préoccupations de sécurité.

- Approfondir I'étude de ces bactériocines et permettre leur utilisation a grande échelle dans

la conservation biologique des aliments et leur homologation en complément de la nisine.
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- Etudier le comportement vis-a-vis des traitements de conservation, la congélation et la
lyophilisation.

- Tester la résistance des bactéries productrices et/ou les bactériocines vis-a-vis les
enzymes extracellulaires présentes dans la matrice alimentaire, qui causent leur
dégradation ou inhibent leur production.

- Approfondir I'étude sur des mélanges de protéines de bactériocines pour fabriquer des
cocktails de médicaments destinés a des applications biomédicales afin de prévenir la
propagation d'agents pathogeénes d’intérét.

- Vérifier qu’il n’y a pas de toxicité de ces bactériocines a long terme.

Finalement, les BL et leurs métabolites sont des candidats prometteurs en tant que
préservateurs naturels alternatifs, qui non seulement réduisent l'altération des aliments et
assurent la santé du consommateur, mais préservent également les ressources économiques

et environnementales.
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