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Résumé

La présence des bactéries lactiques, peut assurer, d’une part, le bon déroulement des étapes de
production d’un aliment fermentg, ses qualités organoleptiques, et d’autres part, sa conservation
naturelle (ou bio-conservation), en réduisant ou ¢liminant 1’addition des conservateurs
chimiques et en les remplagant par d’autres qui sont naturels.

Les bactéries lactiques sont utilisées dans la fermentation et la bio-conservation des aliments
grace a leur capacité de produire des acides organiques et d’autres substances antimicrobiennes
telles que les bactériocines qui inhibent certaines souches pathogénes. Nous avons étudié le
pouvoir antimicrobien des bactéries lactiques par production de substances telles que les acides
organiques (acide lactique et acide acétique), le diacétyle, le peroxyde d’hydrogéne, le CO2 et
les bactériocines. Ces substances antimicrobiennes, spécifiques des bactéries lactiques sont
exploitées dans la bio-préservation des nourritures, comme produits pharmaceutiques (contre
certaines mammites) et parapharmaceutiques.

Nous avons aussi étudié 1’adaptation aux variations environnementales, qui est essentielle pour
la survie et le développement des bactéries lactiques, Les effets engendrés par le stress tout en
¢lucidant les mécanismes de réponse au stress.

Mot clés : Bactéries lactique, substances antimicrobiennes, bactériocines, bio-préservation,
stress.
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Abstract

The presence of lactic acid bacteria can ensure, on the one hand, the smooth running of the
stages of production of a fermented food, its organoleptic qualities, and on the other hand, its
natural preservation (or bio-preservation), by reducing or eliminating the addition of chemical
preservatives and replacing them with others that are natural.

Lactic acid bacteria are used in the fermentation and bio-preservation of foods due to their
ability to produce organic acids and other antimicrobial substances such as bacteriocins which
inhibit some pathogenic strains. We have studied the antimicrobial power of lactic acid bacteria
by producing substances such as organic acids (lactic acid and acetic acid), diacetyl, hydrogen
peroxide, CO2 and bacteriocins. These antimicrobial substances, specific for lactic acid
bacteria, are used in the bio-preservation of foods, as pharmaceutical products (against certain
mastitis) and parapharmaceuticals.

We have also studied adaptation to environmental variations, which is essential for the
survival and development of lactic acid bacteria, the effects of stress while elucidating the
mechanisms of stress response.

Key words: Lactic acid bacteria, Antimicrobial substrances, bacteriocins, biopreservation,
stress.
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Synthese bibliographique Introduction

Introduction :

Depuis des millénaires, les aliments fermentés font partie du menu des hommes, qui
apprécient leurs propriétés gustatives et sanitaires et leur longue durée de conservation. Les
bactéries lactiques sont des microorganismes tres répandues dans la nature, on les trouve dans
le sol, sur les végétaux. Ils sont largement utilisés dans I’industrie alimentaire, en tant que
starters dans les procédés de fermentations afin de répondre aux exigences croissantes des
consommateurs en produits alimentaires moins traités et exempts de conservateurs chimiques.
Leurs apports bénéfiques consistent a I’amélioration de la qualité des produits fermentés en y
développant certaines caractéristiques organoleptiques, sans altérer le gotit ni 1’odeur, et en
augmentant leur durée de conservation. Cette préservation est conférée par la production de
plusieurs métabolites ayant une activité antimicrobienne tels que les acides organiques, le
peroxyde d’hydrogéne, le dioxyde de carbone, la reutérine, le diacétyle et les bactériocines

(Dortu et Thonart, 2009; Moraes et al., 2010 ).

L’objectif de cette étude est de mettre le point sur le pouvoir inhibiteur des bactéries

lactiques et élucider les différents mécanismes de résistance au stress.
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1. Chapitre 1 : Généralités sur les bactéries lactiques :
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1.1. Présentation des bactéries lactiques :

Décrites pour la premiere fois par Orla-Jensen au début du XXe siecle, les bactéries
lactiques constituent un groupe hétérogeéne, qui n’est pas clairement défini du point de vue
taxonomique. Elles rassemblent en effet un certain nombre de genres qui se caractérisent par la
production, liée a un métabolisme exclusivement fermentaire, de quantités importantes d’acide
lactique a partir des sucres. La fermentation est dite : homolactique si I’acide lactique est
pratiquement le seul produit formé et hétérolactique si d’autres composé€s sont aussi présents
(acide acétique, éthanol, CO?2 ...etc) (Leveau et Bouix, 1993 ; Pilet et al., 2005). Elles sont a
Gram positif, généralement immobiles, asporulées, catalase négatives, oxydase négatives
généralement nitrate réductase négative, ce sont des bactéries anaérobies facultatives. Elles ont
des exigences nutritionnelles complexes pour les acides aminés, les peptides, les vitamines, les

sels, les acides gras et les glucides fermentescibles (Dellaglio et al., 1994 ; Hogg, 2005).

1.2. Habitat et origine des bactéries lactiques :

Les bactéries lactiques sont trés fréquentes dans la nature. Elles se trouvent
généralement associées a des aliments riches en sucres simples. Elles peuvent étre isolées du
lait, du fromage, de la viande, des végétaux. Elles se développent avec la levure dans le vin, la
bi¢re et le pain. Quelques espéces colonisent le tube digestif de I’homme et des animaux

(Leveau et Bouix, 1993 ; Hassan et Frank, 2001).

1.3. Taxonomie des bactéries lactiques :

Depuis la description du Bacterium lactis, la taxonomie des bactéries lactiques est en
évolution permanente. Le nombre de nouvelles espéces a augmenté énormément au cours de
ces dix derniéres années. La classification phénotypique des bactéries lactiques est fondée sur
la morphologie, la croissance a différentes températures, le mode de fermentation des sucres,
la capacité de croissance a différentes concentrations de sel, la tolérance aux pH acides et
alcalins, la configuration de 1’acide lactique, I’hydrolyse de 1’arginine et la formation
d’acétoine. Par ailleurs, une classification selon la composition de la paroi cellulaire (De
Ambrosini et al., 1996) incluant la nature des acides gras qui la composent, a été proposée

(Gilarova et al., 1994; Konig et Frohlich, 2009).
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Une autre classification, basée sur la nature des produits du métabolisme bactérien
obtenus a partir des glucides a subdivisé les bactéries lactiques en trois groupes (McLeod et

al., 2008).
-Groupe 1 : renferme majoritairement les lactobacilles homofermentaires.

-Groupe 2 : contient les bactéries hétérofermentaires et regroupe les espéces des genres
Leuconostoc, Oenococcus, et Weissella, ainsi que quelques espéces appartenant au genre

Lactobacillus.

-Groupe 3 : regroupe quant a lui quelques especes appartenant au genre Lactobacillus et la
majorité des especes appartenant aux genres Enterococcus, Lactococcus et Streptococcus. Ce
dernier qui occupe une position intermédiaire entre les groupes 1 et 2, renferme ainsi des
especes capables d’étre homo- ou hétérofermentaires selon les conditions environnementales
(Mcleod et al., 2008).Selon la seconde édition de Bergey’s manual of systematic bacteriology

(Vos et al., 2009).

Les bactéries lactiques sont classées dans le phylum des Firmicutes, la Classe des Bacilli

et I’Ordre des Lactobacillales, renfermant trente-cing genres répartis en six familles :

Aerococcaceae, Carnobacteriaceae, Enterococcaceae, Lactobacillaceae, Leuconostocaceae et
Streptococcaceae. Seuls douze genres sont utilisés en technologie alimentaire. L'appellation
bactérie lactique est aussi souvent étendue aux genres Bifidobacterium, Macrococcus,
Brevibacterium et Propionibacterium qui leur sont apparentés et qui sont également utilisés
pour la fabrication de divers produits fermentés (Klaenhammer et al., 2005 ; Pfeiler &
Klaenhammer, 2007). lls bénéficient également du statut GRAS (Adams et Marteau, 1995;
Klaenhammer et al., 2005). Quelques espéces du genre Streptococcus, Enterococcus et
certains Lactobacillus sont néanmoins considérées comme des pathogenes opportunistes

pouvant provoquer des maladies (Aguirre et Collins, 1993 ; Konig et Frohlich, 2009).

La figure 1 représente les principaux genres des bactéries lactiques et le tableau 1 montre

les différents genres a intérét en microbiologie.
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Oenococcus
Streprococcus
I actococcus
Lewconostoc

Enrerococcus,
Melissococcus, Weissella
Terragenococcus

Vagococcus

Carnobacterium
Lactosphacra Lacropacifius
Aerococcus
Alloiococcus
Dolosigrarnslr
Propionibacterium
10 %%
Bifidobacterinum

Figure 1 : Arbre phylogénétique des principaux genres de bactéries lactiques et des genres

associ¢s, obtenu par analyse des ARNr 16S (Stiles et Holzapfel, 1997).
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Tableaul : Les différents genres des bactéries lactiques d’intérét en microbiologie des

aliments et leurs principales caractéristiques (Fidirighi, 2005).

Genres Morphologies Fermentations Caractéristiques | Habitats principaux
principales
Lactobacillus Bacilles Homofermentaires | Thermophiles Homme, produits
ou ou Laitiers, produits
Hétérofermentaires | mésophiles carnés,
végétaux
Carnobacterium | Bacilles Hétérofermentaires | Psychrotrophes Produits carnés,
peu poissons, produits
acidotolérants laitiers
Lactococcus Coques Homofermentaires | Mésophiles Produits laitiers,
croissance a45°C | végétaux
et non a 10°,
thermorésistants
Streptococcus Coques Homofermentaires | Thermophiles Produits laitiers
thermophilus
Enterococcus Coques Homofermentaires | Mésophiles, Intestin de I’homme et
halophiles des animaux, produit
laitiers
Bifidobacterium | Coques mobiles | Homofermentaires | Mesophiles Intestin de I’homme et
des animaux
Pidiococcus Forme Acides acétique Meésophiles Bicere, produits
irréguliers lactique végétaux, saucissons
Tetragenococcus | Coques en Homofermentaires | Mésophiles Saumures
tétrades
Leuconostoc Coques Hétérofermentaires | Mésophiles Produits végétaux,
Produits laitiers
Oenococcus Coques Hétérofermentaires | Mésophiles Vin
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1.4. Caractéristiques des principaux genres de bactéries
lactiques:

Parmi les différents genres des bactéries lactiques, seulement douze sont utilisés dans le

domaine de la biotechnologie, il s’agit de :

1.4.1.Enterococcus:

Le genre Enterococcus constitue un genre majeur des bactéries lactiques. Les espéces
de ce genre ont des attributs communs : cellules ovoides isolées, en paires ou en courtes chaines,
elles se caractérisent par leur tolérance a 6,5% de NaCl, au pH 9,6 et par la croissance a 10°C
et 45°C avec une température optimale de croissance de 35°C a 37°C (Zhang et Cai, 2014).
Les entérocoques peuvent étre mobiles, homofermentaires, généralement différenciés par la

fermentation de 1’arabinose et le sorbitol (Tamime, 2002 ; Ho et al., 2007).

Figure 2 : Enterococcus faecalis observé au microscope ¢électronique

(Wallace et al, 2003)

1.4.2.Lactobacillus :

Lactobacillus est le genre principal de la famille des Lactobacillaceae, il contient de
nombreuses especes qui sont des agents de fermentation lactique intervenant dans de

nombreuses industries ou qui sont rencontrées comme contaminants. Il s’agit de bacilles longs
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et fins (parfois incurvés) souvent groupés en chaines, immobiles, asporulés, catalase négative,
se développent a un optimum de température situé entre 30 et 40°C. Les lactobacilles ont des
exigences nutritionnelles trés complexes en acides aminés, en vitamines, en acides gras, en

nucléotides, en glucides et en minéraux (Khalid et Marth, 1990 ; Leclerc et al., 1994).

Le genre Lactobacillus a été subdivisé par Orla-Jensen en trois groupes et cette classification

est encore utilisée en milieu industriel (Tamime, 2002 ; Guiraud et Rosec, 2004)

Groupe I « Thermobacterium » : comprend les lactobacilles homofermentaires thermophiles
qui se développent a 45°C mais pas a 15°C. Les espéces les plus fréquentes dans I’alimentation

(lait,yaourt, fromage) sont Lb. helveticus, Lb. delbrueckii, Lb. acidophilus.

Groupe II « Streptobacterium » : regroupe les lactobacilles homofermentaires mésophiles et
peuvent étre occasionnellement hétérofermentaires en fonction du substrat. Les espéces les plus
fréquentes dans 1’alimentation sont Lb. casei, Lb. curvatus, Lb. Sake et Lb. plantarum.

Groupe III « Betabacterium » : ce sont des lactobacilles hétérofermentaires. Il comporte les

especes Lb. fermentum, Lb. brevis et Lb. anfrancisco.

Figure 3 : Lactobacillus casei observé au microscope ¢électronique

(Corrieu et Luquet, 2008).
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1.4.3.Lactococcus :

Les lactocoques se présentent sous forme de coques en paires ou en chaines de longueur
variable. Ce sont des bactéries anaérobies facultatives homofermentaires ne produisant que de
I’acide lactique L (+), seul Lactococcus lactis ssp. Lactis biovar. diacetylactis produit le
diacétyle. Leur température optimale de croissance est proche de 30°C, capable a se développer
a 10°C mais pas a 45°C. Quelques espéces produisent des exopolysaccharides et des
bactériocines. Elles sont capables a se développer a 3% de bleu de méthyléne et d’hydrolyser
I’arginine (Tamime, 2002). Elles se développent généralement a 4% de NaCl et a un pH proche
de la neutralité, leur croissance s’arrétant lorsque le pH du milieu atteint 4,5. Ce genre est un
habitant typique des plantes, des animaux et de leurs produits (Zhang et Cai, 2014).

Actuellement, le genre Lactococcus comprend cinq espéces, Lactococcus lactis est
I’espéce la plus connue avec ses trois sous-especes : Lc. lactis ssp. lactis, Le. lactis ssp. cremoris
et Lc. lactis ssp. hordniae (Pot et al.;1996 ; Pot, 2008). Sclon Guiraud (1998), le genre
Lactococcus est représenté par les especes suivantes : Lc. lactis ssp. cremoris, Le. lactis ssp.
lactis et Le. diacetilactis. La sous espéce Streptococcus Lactis ssp. diacetylactis est remplacée
par la sous espece Lactococcus lactis ssp. lactis. Le lait est un habitat privilégié des lactocoques
(Dellaglio et al., 1994 ; Corroler et al., 1999). Lactococcus lactis est I’espece la plus étudiée
et la plus fréquemment détectée dans les laits crus (Corroler et al., 1998 ; Dalmasso et al.,

2008).

Figure 4 : Lactococcus lactis subsp lactis observé au microscope €lectronique

(Pot, 2008).
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1.4.4.Leuconostoc, Oenococcus et Weissella

Ils rassemblent les coques lenticulaires en paires ou en chainettes mésophiles, qui
possédent un caractére hétérofermentaire marqué, avec production d’acide lactique (isomere
D), de CO2 et d’éthanol. Les caractéristiques telles que 1’hydrolyse de 1’esculine, la formation
de dextrane, les conditions de croissance, la capacité a croitre a différents pH et a différentes
température, 1’assimilation de citrate et/ou malate permettent la différenciation entre les genres
Leuconostoc et Weissella (Pilet et al., 1998 ; Ho et al., 2007).

Actuellement, le genre Leuconostoc comprend quatorze espéces, ils sont également
anaérobies facultatifs et exigeants au point de vue nutritionnel et leur croissance est toujours
lente. Le développement des leuconostoc entraine souvent I’apparition d’une viscosité dans le
milieu grace a la production des exopolysaccharides. Les leuconostoc principalement Ln.
mesenteroides ssp. cremoris et Ln. Lactis sont utilisés en association avec les lactocoques dans
I’industrie laitiére pour produire en plus de 1’acide lactique et le CO2, des substances
aromatiques telles que le diacétyle et I’acétoine a partir des citrates du lait (Hassan et Frank,
2001 ; Guiraud, 2003 ; Ogier et al., 2008). Récemment, I’espéce Leuconostoc oenos isolée de
vins a été classée dans un nouveau genre, Oenococcus oeni et certaines especes de lactobacilles
hétérofermentaires ont été groupées avec Leuconostoc paramesenteroides dans le nouveau

genre Weissella (Stiles et Holzapfel, 1997).

Figure 5 : Leuconostoc mesenteroides observé au microscope €électronique.

(Wallace et al., 2003)

10
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1.4.5.Pediococcus et Tetragenococcus :

Les Pediococcus sont des coques homofermentaires dont la particularité est le
regroupement en tétrade. Ils sont mésophiles, le plus souvent incapables d’utiliser le lactose, et
leur développement nécessite la présence de divers facteurs de croissance. Certaines especes se
distinguent par leur capacité a se développer a des teneurs en sels trés é€levées, comme
Pediococcus halophilus, renommé Tetragenococcus halophilus et Tetragenococcus muriaticus
qui tolére jusqu’a 18% de NaCl (Pilet et al., 2005). Les especes de Tetragenococcus ont un role
crucial dans la fabrication des produits alimentaires a concentration ¢élevée en sel comme les
sauces de soja, alors que les pediocoques sont parfois utilisés comme levains lactiques pour les

charcuteries (Guiraud et Rosec, 2004 ; Tosukhowong et al., 2005).

Figure 6 : Pediococcus observé au microscope électronique (Wallace et al., 2003)

1.4.6. Streptococcus :

Ce genre est généralement divisé en trois groupes : pyogene (la plupart des espéces
pathogenes et hémolytiques), oral (tel que St. salivarius, St. bovis) et les autres streptocoques
(Scheilfer, 1987). Les cellules de ce genre sont immobiles, sphériques ou ovoides qui ont un
diameétre inférieur a 2um avec une disposition en paires ou en chaines longues. La fermentation
des carbohydrates produit principalement de 1’acide lactique mais il n’y a pas de production de
gaz. Le peptidoglycane est du groupe A et leur température optimale de croissance est 37°C.
Elles sont incapables a se développer a 15°C et a pH 9,6. Beaucoup d’especes sont commensales
ou parasites de ’homme et des animaux et certaines sont hautement pathogenes. La seule

espece de streptocoques qui soit utilisée en technologie alimentaire est Streptococcus

11
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thermophilus qui a été inclue dans le groupe des « autres streptocoques », mais ensuite transféré
au groupe des streptocoques oraux a cause de leur degré d’homologie avec I’ADN de
Streptococcus salivarius (Stiles et Holzapfel, 1997). Streptococcus thermophilus se différencie
par son habitat (lait et produits laitiers) et son caractére non pathogene. La résistance a la
température, la capacité de croitre a 52°C et le nombre limité des hydrates de carbones
permettent de distinguer les St. Thermophilus de la plupart des autres streptocoques (Hadie,

1986 ; Pilet et al.,2005).

Figure 7 : Streptococcus thermophilus, observé au microscope électronique

(Corrieu et Luquet, 2008).

1.4.7. Bifidobacterium :

Le genre Bifidobacterium est considéré comme faisant partie du groupe des bactéries
lactiques gréce a la similarité de ses propriétés physiologiques et biochimiques et a sa présence
dans le méme habitat écologique, tel que le tube gastro-intestinal. Ces microorganismes sont
phylogénétiquement sans rapport avec ces derniéres. Ils sont davantage liés au phylum
Actinobacteria (anciennement Actinomycétes) des bactéries Gram positif dont I’ADN est a haut
pourcentage de G +C. Les bifidobactéries se caractérisent par leur forme trés irréguliére souvent
en forme V mais pouvant étre coccoides, la présence d'une enzyme, la fructose-6-phosphate
phosphocétolase, celle-ci leur permet de fermenter les hexoses en produisant de 1'acide acétique
et de l'acide lactique. Leur température de croissance varie de 36°C a 43°C (Axelsson et al.,

2004 ; Pilet et al., 2005 ; Ho et al., 2007).

12
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Figure 8 : Bifidobacterium sp observé au microscope électronique

(Wallace et al., 2003).

1.5. Métabolisme des bactéries lactiques

La fermentation est un processus produisant de 1’énergie par oxydation de composés
organiques, principalement des glucides, ou un donneur d’électron, NADH céde ses électrons
a un accepteur endogeéne le pyruvate, Dans la respiration les ¢€lectrons sont donnés a un
accepteur exogene, 1’oxygeéne pour la respiration aérobie et le nitrate ou le sulfate pour la

respiration anaérobie. (Prescott et al., 2003).

1.5.1.Principales vois fermentaires des bactéries lactiques :

1.5.1.1. Voie homofermentaire (EMP) ou la glycolyse :

Les bactéries lactiques homofermentaires comprennent les espéces des lactocoques,
pédiocoques, ainsi que certains lactobacilles (Tompson et Gentry-Weeks, 1994).

Les bactéries appartenant aux genres Streptococcus et certaines especes de
Lactobacillus comme Lactobacillus bulgaricus, Lactobacillus casei, Lactobacillus caucasicus,
Lactobacillus lactis et Lactobacillus plantarum et par Thermobacterium yoghurti. (Makhloufi,
2012).

La glycolyse conduit dans des conditions optimales de croissance a la production de
deux molécules de lactate et deux molécules d’ATP par molécule de glucose consommée.

(Tompson et Gentry-Weeks, 1994). Des sucres autres que le glucose peuvent également étre
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fermentés via cette voie : monosaccharides, dissacharides, hexitols. Ces microorganismes
présentent un métabolisme de type homolactique lorsque le lactate représente plus de 90% des
produits de fermentation. Dans certaines conditions de croissance (certains sucres, limitation
carbone ...etc.), le métabolisme de ces bactéries se diversifie vers un métabolisme mixte avec
production en plus du lactate, de formiate, de CO2, d’acétate et d’éthanol (Loubiere et
Bousquet, 2009). Toutes les bactéries lactiques a 1’exception des genres : Leuconostoc,
Oenococcus, Weissella et certaines especes du genre Lactobacillus, entravent la voie de la
glycolyse pour dégrader les hexoses (ex : glucose). La fructose-1,6-biphosphate aldolase
(FBA), est une enzyme clé présente chez toutes les espéces homofermentaires et indispensable
au fonctionnement de la voie EMP. Apres son transfert vers la cellule, le glucose subit une
phosphorylation pour se transformer en fructose qui est a son tour phosphorylé en fructose 1-6
biphosphate (FBP) puis clivé en dihydroxyacétone phosphate (DHAP) et glycéraldéhyde
phosphate (GAP). Ces deux derniers sont convertis en pyruvate. Le pyruvate est dans une
derni¢re étape réduite en acide lactique qui est le produit unique : c’est la fermentation

homolactique (Mozzi et Viguolo, 2010).

1.5.1.2. Voie hétérofermentaire :

Les bactéries lactiques qui fermentent le glucose en produisant, en plus de 1’acide
lactique (moins de 1.8 moles par mole de glucose), de 1’acétate, de I’é¢thanol et du CO2 sont
dites hétérofermentaires (Tompson et Gentry-Weeks, 1994). La voie hétérofermentaire,
communément appelée voie des pentoses phosphate (transcétolases) se produit chez les espéces
appartenant a Lactobacillus, telles que Lactobacillus brevis, Lactobacillus fermenti et chez
Leuconostoc, telles que Leuconostoc mesenteroides et Leuconostoc pentosaceus. Ces bactéries
dégradent les hexoses avec formation quasi steechiométrique d’une molécule d’acide lactique,
d’une molécule de CO2 et d’une molécule d’éthanol. Les sucres a cinq atomes de carbone ou
pentoses, peuvent parfois &tre fermentés et donnent alors une molécule d’éthanol et une
molécule d’acide lactique. Outre ces produits, qui représentent plus de 80% des métabolites

obtenus, on obtient également de 1’acide acétique et du glycérol (Makhloufi, 2012).

1.1.1. Voie bifide :

I existe une voie de fermentation particuliere au genre Bifidobacterium appelée voie

bifide. Le bilan net de cette voie bifide est 1,0 mole de lactate, 1,5 mole d’acétate et 2,5 moles
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d’ATP par mole d’hexose, ce qui est [égérement supérieur au rendement de la glycolyse en

terme énergétique (Tompson et Gentry-Weeks, 1994).
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1.6. Intérét des bactéries lactiques :

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

ou dans le domaine thérapeutique.

1.6.1.Role des bactéries lactiques dans le domaine
thérapeutique:

Dans le domaine de la santé, certaines bactéries lactiques spécifiques sont utilisées comme
probiotiques c'est-a-dire des micro-organismes vivants dont 1’application & I’homme ou a
I’animal exercent un effet bénéfique sur ce dernier par amélioration des propriétés de la flore
intestinale. Les espéces couramment utilisées sont Lb. Acidophilus, Lb. casei, Lb. johnsonii, Lb.
reuteri, Lb. delbruecki, subsp bulgaricus (Salminen et al., 2004). Les souches lactiques sont
également utilisées dans le traitement de certaines affections telles que les diarrhées, les
allergies alimentaires. D’autres effets, comme la prévention des gastro-entérites nosocomiales
chez le nourrisson, des propriétés anticancérigenes, antihypercholestérolémiques, lutte contre
Clostridium et Helicobacter pylori, prévention des maladies inflammatoires chroniques de

I’intestin.

1.6.2.Role des bactéries lactiques dans I'industrie alimentaire :

Les bactéries lactiques sont utilisées depuis longtemps dans la fabrication de divers
produits fermentés (Leroy et Devuyst, 2004). Elles interviennent dans la transformation de
divers produits agroalimentaires, comme le lait (créme maturée, yaourt, fromage...), dans la
vinification, la fabrication des salaisons, fermentation des végétaux (Hamoum, ensilage...) et

en boulangerie traditionnelle (Desmazeaud,1998).

Les bactéries lactiques ont plusieurs roles dans la production des produits fermentés. Le
premier rdle, intervient dans le changement de la saveur et la texture de I’aliment, grace a I’acide
lactique sécrété par les bactéries lactiques tout au cours de leur croissance. Les bactéries
lactiques produisent ainsi des peptides et des molécules comme 1’acétoine, 1’acétaldéhyde, le

diacétyle ou I’éthanol qui sont important pour la flaveur des aliments (Pilet et al.,2005).

En production laitiere, la fermentation lactique joue un réle primordial, ¢’est-a-dire, les
ferments lactiques naturels ou commerciaux interviennent dans 1’¢laboration de tous les

produits laitiers fermentés (Pilet et al., 2005). Ces ferments assurent plusieurs fonctions, telles
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que la protéolyse qui donne aux fromages leurs caractéres rhéologique (viscosité, plasticité et

I’¢lasticité) et la production des agents épaississants pour améliorer la texture du fromage.

1.6.3.Role des bactéries lactique dans la bioconservation et la
biopréservation :

La bioconservation, comme toute autre méthode de conservation doit permettre non
seulement de maitriser la croissance de flores pathogénes ou d’altération, mais également de
préserver les qualités organoleptiques et nutritionnelles du produit tout au long de sa durée de
vie (Garry, 2010).

Les bactéries lactiques sont impliquées dans la fermentation et la bioconservation de
différents aliments ainsi les souches de Lactobacillus bulgaricus et Streptococcus thermophilus
sont utilisées pour la production du yaourt, des fromages et des laits fermentés (Yateem et al.,
2008).

La biopréservation ou bioprotection est une méthode de conservation des aliments
faisant appel a des microorganismes ou des a « composés naturels » en opposition a ’utilisation
de conservateurs dits « chimiques ». Cette thématique a fait 1’objet de nombreux travaux ces
deux derniéres décennies. Il existe différentes voies permettant la biopréservation. Ainsi, il est
possible d’utiliser des micro-organismes tels que les bactéries lactiques. Pour pouvoir utiliser
ces bactéries il faut démontrer leur innocuité pour le consommateur et la qualité des produits
alimentaires.

Les modes d’action de cette flore sont variés :

e Acidification de I’aliment par production d’acides organiques comme 1’acide lactique
ou I’acide acétique,

e Production de bactériocines comme la pédiocine, la nisine, et divers autres métabolites,

o Compétition vis a vis des nutriments,

e Production de dioxyde de carbone (CO2),

e Production de peroxyde d’hydrogeéne (H20,). (Garry PF. 20010).
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2.1. Substances inhibitrices produites par les bactéries
lactiques:

Les bactéries lactiques peuvent empécher 1'adhésion de plusieurs bactéries pathogénes
par la sécrétion d'inhibiteurs d'adhérence. Cette capacité se retrouve chez plusieurs bactéries
lactiques telles que les Lactobacillus, Streptococcus thermophilus et Bifidobactéries (Matto,
et al. 2006 ).

Les bactéries lactiques constituent un moyen biologique efficace pour la préservation des
qualités hygiéniques des aliments, du fait de leur aptitude inhibitrice vis-a-vis des
microorganismes nuisibles (Caridi et al.,2003). En effet, les bactéries lactiques produisent de
nombreux métabolites aux propriétés antimicrobiennes, comme des acides organiques, du
peroxyde d’hydrogene, du dioxyde de carbone, de la reutérine, du diacétyle et des bactériocines

(Dortu et Thonart, 2009).

2.1.1.Acides organiques:

Les acides organiques sont produits par les bactéries lactiques au cours du processus de
fermentation alimentaires. Leurs effets antimicrobiens sont bien connus a I’heure actuelle (Tou
et al., 2006). Ces acides, sous leur forme dissociée ou non dissociée, agissent au niveau de la
membrane et en inhibant les systémes membranaires de transport actif (Annan et Agyeman,
1997).

L’activité antimicrobienne d’un acide organique dépend de sa nature (Acide fort, acide
faible). L’acide acétique, par exemple, est plus inhibiteur que 1’acide lactique ; il inhibe les

levures, les moisissures et les bactéries (Blom et Mortvedt, 1991).

2.1.2.Acides gras:

L'activité antimicrobienne des acides gras a été identifiée pendant plusieurs années. Les
acides gras insaturés présentent une activité contre les bactéries a Gram+, et l'activité
antifongique des acides gras dépend de la composition, de la concentration, et du pH du milieu

(Gould, 1991).
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2.1.3.Peroxyde d’hydrogene :

Les bactéries lactiques sont dépourvues de catalases catalysant la décomposition du
peroxyde d'hydrogéne (H202) en eau et en oxygéne (Condon, 1987). Le peroxyde d’oxygene
peut s’accumuler et étre inhibiteur de différents microorganismes par 1’oxydation des lipides

membranaires et la destruction des structures des protéines cellulaires (Zalan et al., 2005).

2.1.4.Dioxyde de carbone:

Le dioxyde de carbone est produit principalement par voie hétérofermentaire. Le
mécanisme précis de ses propriétés antimicrobiennes est encore inconnu. Cependant, le CO>
peut jouer un role dans la création d'un environnement anaérobie qui inhibe la décarboxylation
enzymatique, et l'accumulation de CO: dans la bicouche lipidique de la membrane peut
provoquer un dysfonctionnement de la perméabilité (Ammor et al., 2006). Le CO> peut inhiber
efficacement la croissance de nombreux micro-organismes responsables de la détérioration des
aliments, en particulier les bactéries Gram négatives psychrotrophes. Le degré d'inhibition par
le CO2 varie considérablement entre les micro-organismes. Le CO» a 10% pourrait réduire les

charges bactériennes de 50%, et a 20-50%, il a une forte activité antifongique (Yang, 2000).

2.1.5.Diacétyle :

Le diacétyle est un produit du métabolisme du citrate qui est responsable de 1’ardme des
produits laitiers. Le diacétyle a des propriétés antimicrobiennes qui sont dirigées contre les
levures, les bactéries Gram-négatif et les bactéries Gram-positif non lactiques, ces derniéres y

sont néanmoins moins sensibles (El Ziney et al., 1998).

2.1.6.Reutérine :

Lactobacillus reuteri, une espéce de bactéries lactiques dont la niche écologique est le
tractus gastro-intestinal des humains et des animaux, convertit le glycérol en une substance
antimicrobienne appelée reutérine (Axelsson et al., 1989). La reutérine est un agent
antimicrobien puissant a faible poids moléculaire, neutre et soluble dans I’eau et résistant aux
enzymes (Axelsson et al., 1989). La reutérine est active contre les bactéries a Gram positif et
négatif, ainsi que les levures, les moisissures et les protozoaires (Cleusix et al., 2007). Les

microorganismes d’altération comprenant les espéces de Salmonella, Shigella, Clostridium,
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Staphylococcus, Listeria, Candida, et Trypanosoma sont aussi sensibles a la reutérine (Yang,

2000).

2.1.7.Acétaldéhyde :

Les bactéries lactiques sont capables de produire de l'acétaldéhyde a partir du glucose
(Devoyod et Poullain, 1988). Chez Lb. Delbrueckii subsp. bulgaricus, 1'action d'une thréonine
aldolase, clive la thréonine en acétaldéhyde et en glycine. L'acétaldéhyde a une concentration
de 10 a 100 ppm empéche la croissance de Staphylococcus aureus, de Salmonella Typhimurium

et d’E. Coli dans les produits laitiers (Piard et Desmazeaud, 1991).

2.1.8.Bactériocines :

Les bactériocines sont des familles de peptides ou protéines de 20 a 60 acides aminés
synthétisées naturellement par un trés nombre de souches de bactéries lactiques comme
bactéries & Gram positif (Federighi et Jouve, 1998). La définition qui était la plus acceptée
donnée aux bactériocines est celle de Klaenhammer qui les définit en tant que protéines ou
complexes de protéines ayant une activité bactéricide contre les especes étroitement li¢es a la

souche productrice (Xie et Lipke, 2011).

Les bactériocines 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 (Klaenhammer, 1988). Cependant, des études
récentes ont démontré qu’il existe certaines qui sont actives également contre des bactéries a
Gram négatif (Luquet et Corrieu, 2005). Les souches les produisant peuvent donc également
étre utilisées dans des produits non fermentés en tant que culture protectrice. Une culture
protectrice est une culture antagoniste ajoutée a un produit alimentaire pour inhiber les bactéries
pathogeénes et/ou altérantes et ainsi prolonger sa durée de vie en changeant ses propriétés

organoleptiques le moins possible (Matto et al., 2006)

Les bactériocines sont réparties en trois classes (Klaenhammer, 1988) :
e Les bactériocines de classe I ou lantibiotiques

e Les bactériocines de classe II : La classe II peut étre subdivisée en quatre sous classes

ITa & I1d.

e [ es bactériocines de classe 111
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Tableau : Classification des bactériocines des bactéries lactiques
(Corrieu et Luquet, 2005).

Classe Sous-catégorie
Type A : molécules linéaires
Classe I : Pantibiotique Type B : molécules globulaires

Classe : anti-listeria
Classe : bactériocines a deux
composants Classe : autres bactériocines

Classe II : bactériocines non
modifiées thermostables

Classe III : bactériocines de grande
taille, sensibles a la chaleur

Classe I « Les lantibiotiques » : peptides de taille inférieure a 5 kDa, stables a la chaleur et
qui contiennent des acides aminés inhabituels soufrés formés post-traditionnellement, c'est-a-
dire la lanthionine, la f-méthyl lanthionine, la déhydrobutyrine et la déhydroalanine. Ils peuvent
étre divisés en deux types :
e La classe Ia qui comprend des peptides cationiques hydrophobes allongés contenant
jusqu'a 34 acides aminés
e Laclasse Ib qui comprend les peptides globulaires chargés négativement ou sans charge
nette et contenant jusqu'a 19 acides aminés Dans cette classe on retrouve la nisine A et

Z produites par Lactococcus lactis. (De Vuyst et Vandamme, 1994).
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Misine Mersacidine

Figure 10 : Séquence et structure de lantibiotiques de type A (Nisine), B (Mersacidine) et
d‘un lantibiotique « two-peptides » (Lacticine 3147 Al et A2). (Nigutova, 2007).

Classe II : Peptides de taille inférieure a 10 kDa, stables a la chaleur, ne contenant pas d'acides
aminés modifiés. Cependant elles sont généralement synthétisées sous forme d’un prépeptide
qui sera maturé lors de son excrétion dans le milieu extracellulaire. Le mécanisme d’action
supposé des bactériocines de classe Ila est I’interaction de la bactériocine avec la membrane ou
un récepteur, la mannose perméase, pour ensuite former un pore dans la membrane de la cellule
ce qui induit la perméabilisation de la membrane et la mort de la cellule. (Héchard et al., 2001).
Les bactériocines de classe IIb ont en général un spectre d'action inhibant une large gamme de
bactéries Gram+. Elles forment des pores et rendent la membrane perméable a différentes
petites molécules, des cations monovalents ou des anions, ce qui dissipe une ou les deux
composantes de la force proton motrice. Les ions transportés sont spécifiques de la bactériocine
(Klaenhammer, 1988).

Classe III : Ce sont des bactériocines a haute poids moléculaire (de taille >a 10 kDa). Elles sont
sensibles a la chaleur (inactivées entre 10 a 15 min. a 60-100°C). (Jorger et Klaenhammer,
1986). Le mode d’action de ces bactériocines différe complétement des bactériocines des autres
classes. En effet, I’entérolysine A, la zoocine A et la milléricine B agissent par I’hydrolyse des
liens peptidiques des peptidoglycanes des cellules sensibles. La zoocine A a un spectre d’action
étroit alors que I’entérolysine A et la milléricine B ont un spectre d’action large. L’helvéticine-

J aun mode d’action bactéricide (Corrieu et Luquet, 2005).
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2.2. Limites d’utilisation des bactériocines :

L’application des bactériocines constitue certes une méthode « naturelle » de conservation
des aliments, mais sa mise en ceuvre n’est pas aisée. En effet, les nombreuses propriétés des
bactériocines favorisant leur utilisation dans le domaine agroalimentaire et/ ou médical
n’empéchent pas I’existence de contraintes relatives a leur utilisation. Le colit élevé de
préparations de bactériocines pures prétes a I’emploi entraine de loin la limite la plus
importante. D’ou [’utilisation plus commune des souches productrices plutét que des

bactériocines isolées.

La composition de 1’aliment représente le premier facteur pouvant réduire ou totalement
dissiper I’activité inhibitrice de la bactériocine en raison de son adsorption sur des composants
du produit, la limitation de sa solubilité et de sa diffusion, sa dégradation par des protéases,
I’interaction avec des additifs alimentaires ou des ingrédients et/ ou un pH inapproprié. Les
traitements appliqués aux produits constituent un deuxiéme facteur pouvant limiter 1’effet
antimicrobien de la bactériocine dans un produit alimentaire. En effet, des traitements
thermiques trop élevés peuvent dégrader les bactériocines bien que la majorité d’entre elles

soient résistantes a la chaleur (Dortu et Thonart, 2009 ; Galvez et al., 2007).

2.3. Conditionnement des bactériocines :

Il est trés difficile de conditionner les bactériocines sous la forme purifiée. Les
bactériocines semi-purifiées peuvent étre conditionnées sous forme séche par atomisation ou
lyophilisation (Parente et Riccardi, 1999). La nisine, la seule bactériocine légalement
approuvée comme additif est commercialisée sous forme semi-purifiée (Dortu et Thonart,

2009).

Le dernier facteur limitant 1’activité des bactériocines est la présence de bactéries
résistantes et de microorganismes qui dégradent les bactériocines par 1’effet de protéases
qu’elles produisent a I’état physiologique. De plus, dans les produits solides, les bactéries
forment 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. La sensibilité de la flore a la bactériocine entraine un déséquilibre qui peut
conduire a la croissance et la prolifération de microorganismes pathogenes résistants aux

bactériocines (Dortu et Thonart, 2009).
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2.4. Applications des bactériocines :

2.4.1.Bactériocines en agroalimentaire :

La bioconservation des aliments fait 1’objet depuis 40 ans de nombreuses études. Elle
consiste en une augmentation de la durée de vie et une amélioration de la sécurité sanitaire des
produits alimentaires, en utilisant des microorganismes et/ ou leurs métabolites (Ross et

al.,2002, Stiles, 1996).

2.4.1.1. Propriétés des bactériocines pour une application
alimentaire :

Les bactériocines sont habituellement reconnues comme siires, sont sensibles aux
protéases digestives et ne sont pas toxiques pour les cellules eucaryotes (Wijaya et al., 2006).
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
pathogeénes ou altérantes sans inhiber les bactéries indispensables et ont un mode d'action
bactéricide. Les bactériocines doivent cependant étre considérées comme un moyen de

préservation complémentaire a ceux déja existant (Deegan et al., 2000).

2.4.1.2. Applications des bactériocines dans le secteur
alimentaire :

Les bactériocines sont employées dans plusieurs domaines. 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 (Delves-Broughton, 1990 ; Benech,

et al., 2002).

L'utilisation des bactériocines comme additifs naturels dans les aliments a suscité 1'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 (Nykanen et al.,1999), les produits a
base d'ceufs liquides pasteurisés (Delves-Broughton et al.,1996), les fromages et d'autres

produits laitiers (Delves-Broughton, 1990).
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En effet, la nisine est la plus étudiée des bactériocines et la seule utilisée
commercialement dans les produits alimentaires. Un autre mode d’application des bactériocines
consiste en leur immobilisation sur les cellules productrices, dans des gels ou des films telle
que la gélatine, la cellulose, les protéines de soja, des films de polysaccharides etc...., La
bactériocine sera alors libérée dans les produits au cours de la conservation (Luchansky et al.,

2004 ; Deegan et al., 2006 ; Ghalfi, 2006 ; Galvez et al.,2007).

2.4.2.Applications médicales des bactériocines :

L’émergence de la résistance aux antibiotiques conventionnels ces derni¢res années a
orienté la recherche vers 1’étude de nouveaux agents antimicrobiens. Le mode d’action des
bactériocines qui différent de ceux des antibiotiques conventionnels et I’innocuité des
bactériocines permettraient leur utilisation comme alternative aux antibiotiques dans la
prévention et/ou le traitement des infections dues a des bactéries devenues résistantes aux

traitements conventionnels (Dicks et al., 2011).

Contrairement aux applications alimentaires des bactériocines, aucune de bactériocine
n’est a ce jour commercialisée comme médicament. Cependant, quelques-unes d’entre elles
sont en cours d’essais cliniques pour le traitement d’infections cutanées, respiratoires,
systémiques et/ou urogénitales ainsi qu’en tant qu’agents contraceptifs parmi elles la rBPI21 en

phase clinique III pour le traitement de la méningite (Hancock, 20
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3.1. Comment étudier un stress ?

La notion de stress intervient a partir de que les conditions optimales de croissance d’un
microorganisme ne sont pas réunies. Par conséquent, quelle que soit sa nature, toute
modification environnementale conduisant a des conditions de croissance non favorables va
perturber la physiologie cellulaire et sera donc pergue comme un stress. La capacité
d’adaptation des microorganismes aux différentes conditions de vie qu’ils rencontrent va étre

déterminante pour leur survie et leur développement (Alexander et al., 2008)

3.2. Définition du stress :

On peut définir le stress comme une condition hostile qui tend a empécher un systéme de
fonctionner de fagon optimale. Toutefois, si on se limite a cette assertion, il reste a définir 1’état
optimal. Aussi le stress peut étre considéré comme 1’ensemble des conditions qui provoquent
des changements de processus physiologique conduisant éventuellement a une inhibition de
croissance voire en dommages cellulaires, ces changements imposent a la cellule de développer
des mécanismes de résistance qui permettent la survie ou simplement une meilleure croissance

(Booth, 2002).

Ainsi les stress peuvent étre biotiques (concurrence) ou abiotiques (physico-chimique) et
affectent principalement deux « compartiments » : I’enveloppe cellulaire et le cytoplasme. Les
réponses chez les bactéries visent soit a rétablir I’homéostasie (réponse SOS, expression de
chaperons, synthése de transporteurs...), soit a se protéger des effets du stress (modification de
I’enveloppe, sporulation, formation de biofilm, motilité...). Par ailleurs, la réponse peut étre
spécifique et/ou générale c’est-a-dire dépendante ou indépendante de la nature du stress

(Ghazouani, 2013).

La résistance d'un micro-organisme face a un stress donné dépond de son état
physiologique. Les cellules qui ont cessé de croitre, qui se développent lentement ou qui sont
entrées en phase stationnaire acquiérent un niveau général de protection au stress supérieure a
celui des cellules en plein de croissance (Martin et al., 1995), La résistance au stress d'une
population bactérienne dépend également de la composition du milieu de culture (Annous et

al., 1990 ; Guillot et al, 2000 ; Carvalho et al ,2003).
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3.3. Modalité d'application du stress :

Les études publiées abordant la notion de stress selon deux modalités d'application
possible : application prolongée d'une contrainte modeste ou application brutale d'un stress 1étal

(Kempf et Bremer, 1998 ; Piuri et al., 2003).

3.3.1.Stress prolongé :

Cette modalité d'application du stress consiste a inoculer les bactéries dans un milieu
modérément hostile, c'est-a-dire permettant une croissance. Il s'agit ici de suivre 1’adaptation
progressive (ou acclimatation) de la bactérie face a un stress prolongé (Kempf et Bremer,

1998).

L'évaluation de I'impact du stress prolongé sur la croissance est classiquement réalisée
par turbidimétrie en mesurant les effets des variations des paramétres de croissance. Il peut
s'agir de 'augmentation du temps de latence (Vasseur et al., 1999 ; Mellefont et al., 2003), ou
de la diminution du taux de croissance et de I'absorbance finale (Kim et Dunn, 1997 ; Vasseur

et al., 1999 ; Marceau et al., 2003).

3.3.2.Stress de type choc:

Le stress peut également prendre la forme d’une contrainte intense et de courte durée
(chocs, ou « acute stress ») (Piuri et al., 2003 ), La réponse de la bactérie sera évaluée en terme
de survie apres que la contrainte ait été supprimée, et ceci principalement par numération sur
milieu gélosé plusieurs facteurs influencent le taux de survie d'une population bactérienne aprés
un stress de type choc : I'état physiologique des cellules, le genre, I'espéce et parfois méme la
souche considérée (Kim et a/ ,1999 ).11 est a noter que selon Booth (2002), les individus d’une
méme population réagiraient de fagcon collégiale aux variations environnementales et seraient
probablement capables de développer des mécanismes de signalisation inter-cellulaire.
L’impact d’un stress sur la viabilité serait donc susceptible de différer selon que son évaluation

soit réalisée sur milieu gélosé ou bien en milieu liquide.

Les cellules d’une méme culture bactérienne ne sont pas toutes exactement dans le méme
état physiologique si la croissance n’est pas synchronisée. Chacune possede un contenu
protéique donné et présente, par conséquent, un niveau de résistance au stress létal différent.

Ainsi, les cellules d’une méme population de Lc. lactis ayant survécu a un stress intense
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(99,99% mortalité) sont toutes capables de croitre ultérieurement en absence de stress, tandis
que seule une proportion peut survivre a un stress intense ultérieur (Kim et a/ ,2002). Les
cellules survivant au premier stress ne possédaient donc pas toutes le méme équipement de

réponse au stress.

3.4. Effet du stress sur les bactéries :

3.4.1.Effet sur la croissance, la survie et la morphologie :

Les effets du stress dépendent des modalités d'applications de ce dernier (accumulation
ou choc). IIs entrainent surtout des défauts de croissance et/ou des viabilité chez les bactéries.
Les bactéries lactiques sont soumises a des stress multiples pouvant provenir de la croissance
bactérienne elle-méme (par acidification du milieu par appauvrissement en nutriments) ou
imposés dans I'environnement (par modification de la température ou du PH, choc osmotique,
lyophilisation, etc) (Jobin et al ,1998). L'observation des cellules stressées par microscopie
révele différents types de modifications morphologiques (Derzelle et al ,2000). Ainsi, un
phénomeéne d'allongement a été décrit chez Lb.acidophilus en présence d'un stress

hypothermique ( Lorca et Font de valdz ,1999).

En réponse aux chocs osmotiques les bactéries lactiques ont développé des systémes de
défense efficaces contre les stress osmotiques (Romeo et al ,2001). La réponse moléculaire des
bactéries lactiques au stress osmotique a ¢été entreprise chez Lactobacillus plantarum et
Lactococcus lactis (Glassker et al., 1998). Le stress peut également provoquer un événement
d'agrégation cellulaire, comme c'est le cas chez Lb. alimentarius en présence d'un stress hyper-
osmotique (Lemay et al., 2000). Les bactéries lactiques ne survivent pas a une acidification
brutale de milieu. Par contre, cette survie peut étre augmentée par une phase d'adaptation a des

pH immédiaires (Rallu,1999).

3.5. Stress osmotique :

3.5.1.0smose et stress osmotique :

Le phénomeéne d'osmose correspond a la diffusion spontanée, sous la seule influence de
l'agitation moléculaire, d’un composé chimique a travers une membrane semi-perméable. Il se

produit lorsqu’une substance est présente a des concentrations différentes de part et d'autre de
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la membrane. Cette différence engendre un excés de pression, appelé pression osmotique. La
diffusion se fait alors de maniére a ce que les deux concentrations tendent a s’égaliser. Le corps
dissous dans 1’eau franchit la membrane vers la solution la moins concentrée sous 1’effet de la
pression osmotique. Ce transfert spontané ne nécessite aucune dépense d’énergie et joue un role
essentiel dans I’activité des cellules. Par osmose, les cellules vivantes peuvent, par exemple,

capter des nutriments dont elles ont besoin et rejeter leurs déchets (Baliarda, 2003).

Le stress osmotique correspond a une diminution ou une augmentation de 1’osmolarité
de I’environnement de la bactérie (Csonka, 1989) qui, en modifiant la disponibilité de 1’eau de

la cellule, affecte sa survie et/ou sa croissance (Potts, 1994).

3.5.2.Effets de stress osmotique sur les bactéries lactiques :

Les bactéries lactiques vivent dans des habitats ou I’osmolarité est souvent élevée et varie
énormément, alors que la pression osmotique intracellulaire doit rester relativement constante.
Lorsqu’une bactérie subit un stress osmotique, di a une forte augmentation de la concentration
en sel dans I’environnement, sa croissance est arrétée, et des mécanismes de détresse se mettent
en place pour éviter la mort cellulaire (Romeo ,2001). Ainsi, la croissance de Lactococcus
lactis dans un milieu a 2,5 % NaCl (concentration proche de celle rencontrée dans certains
fromages) est réduite de 25 % a 50 % par rapport a une croissance a pression osmotique normale

(Kilstrup et al ,1997).

3.6. Stress thermique :

La conservation par élévation ou abaissement de la température provoque des
perturbations importantes de la croissance qui font suite a des 1ésions de la membrane et de la
paroi ainsi que des altérations des macromolécules cytoplasmiques (protéines, ADN, ARN,
ribosomes) (Guchte et al., 2002 ) .La réponse face au stress thermique se traduit par la synthése
de protéines de type Hsp (pour Heat-shock protein) ou de type Csp (Cold-shock protein)
réparant les dommages (dégradation/repliement des protéines dénaturées) et préparant la
bactérie a survivre dans des conditions plus délétéres (maintien du niveau de transcription et de
traduction, modification de la proportion d'acide gras courts et/ou insaturés dans les lipides,
activation des mécanismes de réponse générale au stress) (Abee et Wouters, 1999 ; Phadtare

et al., 2000 ; Van et al., 2002 ).
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3.6.1.Adaptation a une élévation de température :

Un choc thermique consiste a soumettre des cellules, de fagon transitoire, & une
température supérieure a leur température optimale de croissance. Cette élévation brusque de
la température induit une augmentation rapide et transitoire de la synthése des protéines de choc
thermique, avec en paralléle une diminution temporaire de la synthése des autres protéines

cellulaires (Harendeen et al., 1979).

Cette réponse est universelle et représente un des systémes génétiques les plus conservés
entre tous les organismes. Les bactéries lactiques présentent une réponse au stress hyper-
thermique similaire a celles des autres bactéries a Gram positif : Lactococcus lactis (Whitaker
et Batt, 1991 ; Auffray et al., 1992 ; Kilstrup et al., 1997), Lb.bulgaricus ( Gouesbet et al.,
2002).

3.6.2.Adaptation a un choc froid :

Suite a une baisse importante de température les bactéries adaptent deux réponses
distinctes. La premiére est a 1’échelle cytoplasmique : la baisse de température entraine la
formation de structures secondaires sur I’ARNm, et par la suite une baisse de 1’efficacité de la
transcription et de la traduction. Les bactéries augmentent alors la production des protéines de
choc au froid (cold choc proteins), qui déstabilisent les structures secondaires des ARNm, pour
permettre le rétablissement optimal de la synthése protéique (Horn et al., 2007). La deuxiéme
réponse est au niveau membranaire : I’exposition a basse températures engendre la diminution
de la fluidit¢ membranaire. La bactérie réagit en augmentant la synthése des lipides a courtes
chaines carbonées et acides gras insaturés, qui ont une température de fusion plus basse, pour

restaurer une fluidité membranaire optimale (Abee et Wouters, 1999).

3.7. Stress acide :

Le stress acide est un stress important pour les bactéries lactiques puisqu'elles acidifient
leur milieu au cours de la croissance (Brul et Coot, 1999). Les acides peuvent diffuser

passivement a travers la membrane. Aprés leur entrée dans le cytoplasme, ils se dissocient
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rapidement en protons et en dérivés chargés, auxquels la membrane est imperméable (Sanders

et Huis in't Veld, 1999).

3.7.1.Effet de stress acide sur les bactéries lactiques :

Les bactéries lactiques produisent au cours de la croissance de 'acide lactique qui inhibe
pour une partie le développement de la flore indésirable dans les produits fermentés (Shelef,
1994). Chez plusieurs espéces, L'acquisition de la tolérance au stress acide nécessite aussi des
modifications au niveau de la membrane cytoplasmique (Drici-Cachon et al., 1996). Il entraine
surtout des défauts lors de la croissance bactérienne. La diminution du pH qui peut atteindre
3,5 a 4,5 et souvent responsable de l'arrét de la croissance et par conséquence d'augmenter la
fraction d'acide lactique sous forme non dissociée qui peut alors diffuser librement a travers la
membrane et s'accumule dans la cellule (Corrieu et Luquet, 2008). Les bactéries lactiques ne
survivent pas a une acidification brutale du milieu. Par contre, cette survie peut étre augmentée

par une phase d'adaptation a des pH intermédiaire (Rallu, 1999)
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Conclusion

Les bactéries lactiques (ou ferments lactiques) sont largement utilisées dans la
fermentation de nombreux produits alimentaires, en contribuant a la texture, a la saveur des
aliments et a la production des composés aromatiques. Ils fermentent les glucides en acide

lactique d’ou une diminution du pH favorable a la bio-conservation des denrées alimentaires.

Les bactéries lactiques ont la capacité de produire des acides organiques accompagnés de
I’abaissement du pH, celui-ci est le majeur facteur par lequel ces dernieres inhibent la
croissance des autres microorganismes concurrents. D’autres métabolites tels que le peroxyde
d’hydrogene, ’alcool, le diacetyle et les bactériocines sont synthétisés par les bactéries
lactiques et peuvent aussi contribuer a la préservation des produits alimentaires. Les
bactériocines sont des peptides antimicrobiens produits par certaines souches de bactéries
lactiques et dont beaucoup ont une activité contre des bactéries pathogénes . Ces bactériocines
ont des atouts indéniables pour représenter une technologie douce de préservation des aliments.
Cependant, leur utilisation est soumise a de nombreuses contraintes. Celles-ci sont liées
principalement a la production de la bactériocine et de la souche productrice et leur
conditionnement, au produit a conserver et a la législation en vigueur pour les bactériocines

considérées jusqu’a présent comme des additifs alimentaires.

L’un des intéréts de recherche sur les bactéries lactiques est de développer une stratégie
permettant de limiter la croissance des germes indésirables, par 1'exploitation des potentialités
des bactéries lactiques qui sont capables d'assurer une qualité hygiénique et biopréservative

désirable inhibant ainsi les germes nuisibles et toxinogénes dans les produits alimentaires.

Les modifications environnementales conduisent a des conditions de croissance non
favorables. Le stress acide est le principal stress qui menace la croissance des bactéries
lactiques. Ce stress a un effet sur la morphologie, la croissance et la survie des bactéries

lactiques. Pour son adaptation, la bactérie doit procéder a une série de réponses génétique.

Les différentes études de l'effet du stress osmotique, acide et thermique sur les cellules

montre que I'exposition des bactéries a un stress donné affecte les capacités de se multiplier et
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les vitesses de croissance des cellules, elle affecte aussi la survie des cellules viables et

cultivables.
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