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Résumé

La sonication est une des approches modernes et innovantes de plus en plus utilisées dans
I'industrie alimentaire, pour maitriser les processus de fermentation et éradiquer I'altération.
Cette approche a récemment donné lieu a de nouvelles applications industrielles telles que
I'amélioration de la productivité microbienne. L’objectif de la présente étude était d’appliquer
une alternative aux techniques classiques d’immobilisation, pouvant stimuler les capacités
métaboliques et physiologiques, et ainsi promouvoir certains traits désires des bactéries
lactiques a usage potentiel, telle Streptococcus thermophilus CNRZ 447 et E. durans.

Les souches selectionnées ont prouvé leur capacité a résister in vitro a des conditions
simulées du tractus gastro-intestinal (GI) humain (faible pH, sels biliaires, pepsine) et ont
montré une hydrophobicité de surface importante (dépassant les 70%), outre leur capacité
antagoniste vis-a-vis E. coli et S. aureus, témoignant de leur aptitude a survivre a travers le
tractus gastro-intestinal.

Les deux souches bactériennes immobilisées ont montre une réelle résistance au traitement,
mémes a des durees prolongées, ainsi le conditionnement a amélioré la croissance, lI'adhésion,
la perméabilité des membranes, la formation de biofilms et la capacité de production
d'exopolysaccharides. Un traitement optimal entre 30 et 15 minutes pour Streptococcus
thermophilus CNRZ 447 et E. durans respectivement, a permis aux deux souches d’obtenir
un excellent rendement d’exopolysaccharides désirables (1745 et 1700 mg d'équivalent
glucose/L). Le conditionnement par ultrasons semble étre une nouvelle approche envisageable
pour renforcer certaines qualités biotechnologiques des microorganismes industriels.

Mots clés : Streptococcus thermophilus CNRZ 447, E. durans, bactéries lactiques,
immobilisation, ultrasons, probiotique, adhésion bactérienne, biofilm, exopolysaccharides

Abstract

Sonication is one of the modern and innovative approaches increasingly used in the food
industry to control fermentation processes and eradicate spoilage. This approach has recently
given place to novel industrial applications such as the improvement of microbial
productivity. The objective of the present study was to investigate an alternative to classical
immobilization techniques, which can stimulate metabolic and physiological abilities, and
thus promote certain desired traits of lactic acid bacteria of potential use, such as
Streptococcus thermophilus CNRZ 447 and E. durans.

The selected strains proved their ability to resist in vitro to simulated conditions of the
human gastrointestinal (GI) tract (low pH, bile salts, pepsin) and showed significant surface
hydrophobicity (exceeding 70%), in addition to their antagonistic capacity towards E. coli and
S. aureus, demonstrating their ability to survive through the gastrointestinal tract.

The two immobilized bacterial strains showed real resistance to treatment, even over
prolonged times, thus the conditioning improved growth, adhesion, membrane permeability,
biofilm formation and exopolysaccharide production capacity. Optimal treatment, 30 and 15
minutes for Streptococcus thermophilus CNRZ 447 and E. durans respectively, resulted in
both strains achieving an excellent yield of desirable exopolysaccharides (1745 and 1700 mg
of glucose equivalent /L). Ultrasonic conditioning seems to be a possible approach to enhance
certain biotechnological qualities of industrial microorganism.

Key words: Streptococcus thermophilus CNRZ 447, E. durans, lactic acid bacteria,
immobilization, ultrasound, probiotic, bacterial adhesion, biofilm, exopolysaccharides
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Introduction Générale

Les bactéries lactiques (BALs) forment un groupe de microorganismes communément
reconnus comme sdrs (GRAS), fortement utilisés dans l'industrie biotechnologique (comme
les réacteurs cellulaires) et dans le secteur de la santé (comme les probiotiques). Elles sont
classées en deuxieme position, apres les levures, en tant que micro-organismes les plus
appréciés pour I'homme (Xiao et al., 2014). Initialement les BALs ont été utilisées pour la
fermentation dans l'industrie laitiere, leur usage est relatif a leur capacité a transformer le lait
en produits de haute qualité tels que le yaourt, le fromage, la creme glacée et le kéfir. Les
principales qualités requises pour les produits laitiers sont la préservation contre I'altération,
les propriétés organoleptiques et les propriétés texturantes/rhéologiques (Novel, 1993 ;
Mozzi et al., 1996).

Gréace a leurs bienfaits, les BALs sont amplement considérées dans la recherche courante,
pour laquelle de sérieux efforts ont été déployés en vue d'améliorer leurs aspects fonctionnels.
Ainsi, leurs avantages pour la santé humaine en tant que probiotiques et leurs performances
industrielles en tant que réacteurs cellulaires sont les propriétés les plus envisagées (Burgain
et al., 2011). Le potentiel probiotique comprend la capacité des microorganismes a tolérer les
conditions du tube digestif, a s'y installer (au moins pendant un certain temps), a
concurrencer, par la production d’agents antimicrobiens, la croissance des pathogeénes et
améliorer la digestion et la nutrition (FAO/WHO, 2001 ; Boubakeur et al., 2018).

Le pouvoir d'adhésion et le biofilm représentent pour les micro-organismes un statut
physiologique avec des traits spécifiques, les deux constituent des atouts important facilitant
la fixation des probiotiques aux muqueuses de I'appareil digestif, et améliorant la production
d’exopolysaccharides (EPS) (FAO/WH, 2001 ; O’Grady et al., 2005).

En effet, les EPSs sont des biomolécules relevant de la classe des fibres, réputés avoir des
effets positifs sur la santé en tant que prébiotiques, offrant une protection aux micro-
organismes contre les environnements gastriques défavorables (Caggianiello et al., 2016 ;
London et al., 2015). En outre, ces métabolites microbiens offrent aux produits laitiers des
propriétés protectrices, rhéologiques et texturantes (Patel et al., 2012). Ainsi, leur réle est

prépondérant dans la fabrication des produits laitiers fermentés (Aslim et al., 2009).
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Or, peu de micro-organismes servant a la fermentation laitiere sont capables de produire
efficacement ces molécules multifonctionnelles, ainsi, le rendement le plus élevé actuellement
est de 3 g/L (Welman et al., 2003). En effet, les faibles quantités d’EPS générées par les
BALs limitent leur éventuelle exploitation comme ingrédients de qualité alimentaire.
Néanmoins, ces biopolymeres ouvrent de nouvelles pistes en matiére d'applications focalisées
pour de plus amples bienfaits sur la santé des consommateurs (Jolly, 2002) .

Diverses stratégies ont été explorées pour améliorer la synthése de ces biopolymeres. Ces
stratégies portent entre autres sur le choix des milieux idéales et I’optimisation des conditions
de culture (Temperature, le pH, stress environnemental, et I'apport en oxygéne). Le recours
aux technologies d’immobilisation par un traitement ultrasonique est I'une des approches
émergentes dans l'industrie biotechnologique visant 1’amélioration des performances
microbiennes (Chisti, 2003 ; Ojha et al, 2016). Toutefois, les paramétres associés a cette
approche doivent étre définis.

Peu de travaux de recherche ont été axés sur l'effet de cette technologie en termes de
capacité de production de biofilm et d’EPS. Le but de cette thése était d'étudier I’'impact de
I’immobilisation sur certaines propriétes adhésives, telles 1’agrégation cellulaire, la formation
de biofilm, et la synthése d’EPS des souches probiotiques, S. thermophilus CNRZ447, et E.
durans.

Les chapitres dans ce manuscrit sont organisés comme suit. Le premier couvre un rappel
bibliographique sur I’aspect fondamental des bactéries lactiques et des probiotiques, ainsi leur
application. Le concept de base des exopolysaccharides microbiens, et en particulier ceux
produits par le groupe des bactéries lactiques, leur composition, classification et rendement
sont détaillés dans le second chapitre. Le troisieme chapitre est consacré a la technologie
d’immobilisation, les techniques existantes, et aussi les approches nouvelles récemment
développées, en particulier dans le domaine de 1’alimentaire. Par ailleurs, une partie dans ce
chapitre est dédiee a la description de 1’approche adoptée dans cette étude. La partie
bibliographique est suivie par une partie expérimentale décrivant les objectifs fixés, la
démarche suivie et la méthodologie appliquée. Cette partie est complétée par les résultats
obtenus et leur interprétation a la lumiere de la littérature.

En fin, une conclusion générale récapitulera 1’ensemble des résultats obtenus et les
perspectives qui pouvant étre envisagés pour approfondir et/ ou compléter le travail de cette
thése.
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L’utilisation du vivant en industrie alimentaire a pour but de produire des aliments fermentés,
des cultures microbiennes, ou une large gamme de métabolites comme des additifs
alimentaires. Grace au processus de fermentation (alcoolique, acétique ou lactique) qui est
considérée comme une approche pionniere, plusieurs propriétés organoleptiques (apparition
du gout et d’odeur) et physicochimiques des produits sont améliorées, leur conférant des
attributs nutritionnelles et un effet santé (Hugenholtz, 2013). En effet, la fermentation est le
procéde le plus ancien de bio-préservation, lequel, consiste en I’utilisation des micro-
organismes et ou de leurs métabolites, grace a leur potentiel antagoniste et/ou antimicrobien,
la durée de vie des aliments peut ainsi étre prolongée En fait, le groupe bactérien le plus
couramment rencontré dans les aliments fermentés traditionnels correspond a celui des
bactéries lactiques (Bogsan et al., 2015).

Depuis longtemps, un lien étroit a été établi entre les bactéries lactiques, la culture et
le bien-étre des humains. Actuellement, I'industrialisation des procédés de transformation
alimentaire de méme que les attributs bénéfiques qu'offrent certains micro-organismes en
matiére de qualité et de sécurité alimentaire témoignent de la bonne réputation des bactéries
lactiques (Holzapfel et al., 2014).

En général, la production des cultures microbiennes est exploitée dans un but de
consommation directe ou indirect apreés la lyse et I’extraction des métabolites cellulaires tels,
les agents acidifiants (acide lactique, citrique, acétique...), les agents de sapidité (glutamate),
les agents inhibiteurs (nisine, sbtiline, tylpsine....), les vitamines (C, D, B2, B12) ainsi que de

nombreuses enzymes (lipases, protéases, amylases....) (Dupin, 1992) .

1.1 Historique de I’utilisation des BALs

Les BAL ) sont un groupe de microorganismes d'une large répartition dans la nature et d’une
biodiversité trés riche. L'histoire de leur utilisation remontent a plus de 10 000 ans, d’ailleurs
les nomades considérerent les yaourts comme un don de Dieu gréce a ses effets santé (Chen et
al., 2018). Leur usage a contribué significativement au développement et aux activités
sociales, de ce fait leur impact était considérable sur la culture, les traditions et le bien-étre
humains (Franz et al., 2011). Depuis les scientifiques n'ont pas cessé¢ d’élargir leurs
connaissances, d’investiguer sur ces bactéries, d’ailleurs les travaux du scientifique Russe
""Metchnikoff" (1907) sur la longévité de certaines populations (de I'ile des Balkan) ont

révélé que la flore lactique du yaourt peut préserver la santé et prolonger la vie a travers
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I'inhibition de la croissance des pathogenes et la réduction de leurs toxines bactériennes (Chen
etal., 2018).

Sur le tableau ci-apres, sont énumérées les importantes dates et évenements marguants
I'histoire des BALS.

Tableau 1-1 Importantes dates dans I’histoire des BALs (Chen et\Wang, 2018)

Date Evenements
1000 ans
avant I'ere Début de la fabrication de cornichons en Chine (Iégumes marinés)
chrétienne
1780 C. Blondeau a détermi_né que I'acit_je lactique est le produit de certaines
fermentations microbiennes (Blondeau 1847)
1847 Louis Pasteur a montré que Ie_s micro-organismes causent l'acidification du
lait (Pasteur 1857)
1857 Lister a isolé Lactococcus lactis a partir du lait fermenté (Lister 1873)
1884 Hueppe a nommeé pour la premiere fois les bactéries du yogourt comme
bactérie de I'acide lactique» (Milth 1884)
1899 Henri Tissier a isolé Bifidobacterium bifiduma partir des selles des

nourrissons (Tissier 1906)

1900 Ernst Moro a découvert Lactobacillus acidophilus (Moro 1900)

1905 Stamen Grigoroff a isolé Lactobacillus bulgaricus a partir de yaourt, c'est-a-
dire de Lactobacillus Bulgaria (Grigoroff, 1905)

1907 Elie Metchnikoff a prédit le bénéfice de LAB pour I'étre humain (Minot 1908)

1930 Minoru Shirota isolée de Lactobacillus casei

1935 Minoru Shirota a commencé la fabrication et la vente de Yakult
1983 Isolement de Lactobacillus rhamnosus d’un adulte sain

2001 La FAO / OMS a proposé une définition des «probiotiques

2002 Les experts conjoints de la FAO / OMS a Londres ont rédigé les directives

pour 1’évaluation des probiotiques dans les aliments.
Le Ministére de la Santé n ° 84 de la République populaire de Chine a
2003 approuvé Lactobacillus reuteri en tant que souche probiotique pouvant étre
utilisée comme aliment sain
L'organisation mondiale de gastro-entérologie a identifié les fonctions

2008 potentielles des bactéries lactiques

1.2 Définition et classification des BALsS

Les BAL( sont un groupe de bactéries unies par un ensemble de caracteristiques
morphologiques, métaboliques et physiologiques (Axelsson, 2004) . Ce sont des cocci ou
batonnets gram-positifs, non sporulantes, catalase négative, dépourvues de cytochromes, non-
aérobies mais aérotolérantes, exigeantes, acido-tolérantes et rigoureusement fermentatives,

produisant de 1’acide lactique comme principal produit final du métabolisme du glucose



Chapitre 01 : Bactéries Lactiques Et Probiotiques

(homofermentation), par ailleurs, certaines especes peuvent produire de I'éthanol, CO2 et
I’acétate (hétérofermentation) (Klein et al., 1998; Axelsson, 2004).

Le terme "bactéries lactiques” ne peut faire I'objet d'une définition univoque, étant
donné que la majorité des caractéristiques qui y sont employées sont inévitablement soumises
a des restrictions plus ou moins importantes (Ingram in Axelsson, 1975), signifiant que son
exactitude se limite aux conditions "normales”, et que des exceptions & la définition puissent
exister. En fait, la caractéristique Gram-positive est la seule qui reste inchangée. Toutefois, la
catalase et les cytochromes sont parfois formés par certaines BALSs dans certains milieux.

En outre, le concept de "bactéries lactiques™ n'a pas de définition taxonomique stricte.
Ainsi, leurs groupes peuvent étre hétérogénes dans leur taxonomie selon I'analyse des liens
phylogénétiques (Chen et al., 2018). Traditionnellement, la taxonomie bactérienne reposait
essentiellement sur les caractéristiques morphologiques et physiologiques ainsi que sur la
composition des parois et les acides gras. Toutefois, la mise en place de diverses approches
moléculaires telles que le pourcentage G+C de I'ADN, I'nybridation ADN-ADN, la structure
et la séquence de I'ARNr,ont conduit a de considérables changements dans la classification
taxonomique des bactéries lactiques (Alexandre et al., 2008).

Selon la classification taxonomique actuelle, les bactéries lactiques appartiennent au
phylum des Firmicutes a Gram positif ayant une teneur faible en G+C (Guanine plus
Cytosine) dans leur ADN (<55 %), classe Bacilli, et I'ordre des Lactobacillales. On y trouve
six familles: les Aerococcaceae, Carnobacteriaceae, Enterococcaceae, Lactobacillaceae,
Leuconostocaceae et Streptococcaceae (Franz et Holzapfel, 2011; Von Wright & Axelsson,
2019), plus de 30 genres et plus de 300 especes (Endo et al., 2019), les genres suivants y
constituent le noyau: Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus et Streptococcus (Axelsson,
2004).

La classification des BAL sur le plan phylogenétique est principalement basee sur
des critéres de biologie moléculaire, tels que le séquengage des ARNT, la figure ci dessous
illustre un exemple d'arbre phylogénétique comprenant certains genres de l'ordre des
Lactobacillales.

Notant ainsi que la classification des BALs) a connu beaucoup de changement, etant
donné que certain goupe ont été ajoutés alors que d’autre ont eté fusionnés.Grace a la masse
des données issues du séquencage de l'ensemble du génome, des arbres phylogénétiques

similaires, voire plus détaillés ont été établis.
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Streptococcus

Enterococcus,
Melisococcus,

Tetragenococcus
Lactococcus

Trichococcus

Vagococcus Carnobacterium
Desemzia
Lactobacillus sakei groupe
Lactobacillus
10% Weissella Pediococcus

Figure 1-1 Arbre phylogénétique présentant la position des genres des BAL(S) entre eux.

L'arbre de consensus est basé sur des analyses de parcimonie maximale de toutes les séquences d'’ARNr 16S
disponibles, au moins 90 % des séquences d'ARNr de bactéries Gram-positives. Notez que la famille des
Lactobacillaceae (partie inférieure ; Lactobacillus, Pediococcus, Weisselllaet Leuconostoc) comprend également
les genres Oenococcus et Fructobacillus. La barre indique une divergence de séquence estimée a 10 % (Von
Wright et al., 2019).

Le genre Bifidobacterium (famille des Bifidobactéries) est traditionnellement estimé
appartenir au groupe des BAL). En effet, plusieurs de ses espéces peuvent étre qualifiés de
bacteies lactiques au sens large, puisqu’elles remplissent la description générale des BAL)
susmentionnée. Toutefois, elles font partie, de la seconde branche des bactéries Gram-
positives, le phylum Actinobacteria (Von Wright et al., 2019), dont 'ADN génomique

contient une forte teneur en G+C. Les differentes familles des BAL), les genres communs et

leurs principales caractéristiques sont fournies dans le tableaul-2.
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Quelques caractéristiques,  taxonomiques,  biochimiques, morphologiques, et
physiologiques des genres Streptococcus et Enterococcussont decrits ci- dessous.

1.3 Le genre Streptococcus

Le genre Streptococcus se compose de cellules Gram-positives, sphériques ou ovoides de 0.8-
1.2 um, disposées en chaines (de quelques cellules a plus de 50), ou en paires. Ce sont des
cocci facultativement anaérobies, non sporulantes, catalase-négatives, homofermentaires,
ayant des besoins nutritionnels complexes. Bon nombre d’espéces appartenant a ce genre sont
des parasites chez I'homme et 1’animal, et certains sont des agents pathogenes importants
(Hardie et al., 1995). En effet, en raison de leur implication dans de nombreuses maladies
humaines et animales, les streptocoques ont été parmi les premiéres bactéries reconnues par
les microbiologistes (Lemos et al., 2011). En 1937 Sherman a classifié pour la premiére fois
le genre Streptococcus en quatre groupes distincts, appelés pyogeénes, viridans, lactiques et
entérocoques. Cette classification été basée sur plusieurs caractéristiques physiologiques.
S.thermophilus, initialement décrite en 1919 par Orla-Jensen, faisait cependant partie du
groupe des viridans et ne constituait pas un streptocoque lactique, bien gu'elle ait été utilisée
dans les fermentations laitiéres (Hutkins et al., 1987 ; Lemos et al., 2011).

La taxonomie actuelle du genre Streptococcus a constitué un champ de recherche
complexe, ayant connu plusieurs découvertes historiques menant ainsi a la classification
courante (Lemos et al., 2011). En effet, la taxonomie moléculaire gouverne la classification
du genre Streptococcus, il existe maintenant un arbre phylogénétique pour toutes les espéces
tenant en compte les données moléculaires génotypiques (Facklam, 2002 ; Kohler, 2007).

Bien que les streptocoques soient des commensaux normaux des membranes
muqueuses, on y trouve aussi d'importantes espéces pathogénes ; en outre, certaines espéeces
occupent un role clé dans les processus industriels (du Toit et al., 2014).

S. thermophilus représente une des plus importantes cultures starters de point de vue
économique, largement utilisées dans I'industrie laitiere pour la production de yaourt et de
nombreux fromages, tels que les fromages a pate dure, la mozzarella, le cheddar (Lemos et al.
, 2011), il s’agit d’un coccus non mobile, sphérique a ovoide, Gram positif, de diametre de
0,7 a 0,9 um, se présentant par paires et en chainetes, parfois tres longues. La température
optimale de croissance de cette bactérie se situe entre 40-45 °C, avec un minimum de 20-
25°C, et un maximum proche de 47-50 °C. Elle n'hydrolyse pas l'arginine, et ne fermente

qu’un nombre limité de sucres, dont le lactose, le fructose, le saccharose et le glucose, mais
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pas le galactose. Streptococcus thermophilus se distingue aussi par sa sensibilité aux
antibiotiques et aux désinfectants et possedant une faible activité protéolytique. Distinctement

des streptocoques, il est unique car il n'a pas de groupe d'antigéne spécifique (Hutkins et al.,

1987 ; Harnett et al., 2011).

Le Streptococcus thermophilus est hautement associé a la production laitiére. Le lait
chauffé constitue une source particulierement importante (Hutkins et al., 1987 ; Lemos et al
, 2011 ; Harnett et al., 2011). Il est utilisé traditionnellement en association avec une ou
plusieurs especes du genre Lactobacillus dans la production de yaourt et la manufacture de
fromages Suisses et Italiens. Lors de la fabrication des yaourts, S. thermophilus est couplé a
Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus, produisant ainsi majoritairement de I'acétaldéhyde,

responsable de la saveur du produit fini (Harnett et al., 2011).

1.4 Le genre Enterococcus

Jusqu'au 1984, les entérocoques faisaient partie de la liste du genre Streptococcus, toutefois
les techniques d'hybridation ADN-ADN et d'/ARNr 16S ont permis de les classer dans un
nouveau genre, "Enterococcus™ vue gqu'ils sont sensiblement distincts des autres groupes de
streptocoques. Le genre Enterococcus se rapporte aux bactéries lactiques, et ce malgré, son
origine fécale comme son nom l'indique. Ce sont des Gram positif, non sporulés, catalase-
négative (certaines souches présentent une activité pseudo-catalitique), oxydase-négative, non
mobiles, et anaérobies facultatifs. Sous le microscope, ces cellules apparaissent isolées, en
paires ou en chainettes. Leur métabolisme est fermentatif, avec comme résultat final de la
fermentation du glucose, l'acide L(+)-lactique (Garcia de Fernando, 2011 ; Svec et al.,
2014). Parmi les 43 especes du genre Enterococcus, Enterococcus faecalis et Enterococcus
faecium sont les plus appropriés aux produits laitiers. Leur température de croissance
optimale est 37° C, mais de nombreuses especes peuvent se développer entre 10° C a 45° C,
ainsi, des milieux de culture complexes sont nécessaires (Svec et al., 2014).

Les espéces du genre Enterococcus se développent en présence de 6,5 % de NaCl, a
un pH de 9.6, et survivent méme a 60 °C pendant 30 minutes, et en présence de 40 % de bile.
Elles figurent parmi les bactéries non sporulées les plus thermorésistantes. De ce fait, elles
sont fréguemment présentes dans de nombreux aliments crus ou traités thermiquement, tels
que le lait cru ou pasteurisé, les fromages et autres produits laitiers (Garcia de Fernando,
2011). Grace a leur capacité lipolytique et protéolytique, les entérocoques, notamment E.

faecium, contribuent considérablement au renforcement des qualités organoleptiques des
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aliments fermentés tels que les fromages, les charcuteries, les produits de salaison et les
olives.

Les entérocoques disposent de certains bienfaits pour la santé, par leur effet
probiotique, leur capacité a réduire le cholestérol, a produire des substances antimicrobiennes,
a adhérer aux muqueuses intestinales et leur effet immunomodulateur (Bagci et al., 2019).

Somme toute, de tous les genres des BALS, les entérocoques constituent la catégorie la
plus controversée a cause des déterminants de la virulence de certaines souches, en effet, la
salubrité des entérocoques doit donc étre assurée avant de recourir a ces bactéries comme

probiotique ou culture starter ou dans les produits biopharmaceutiques.
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Tableau 1-2 Genres principaux des BALSs et leurs caractéristiques différentielles (Von Wright et al., 2019)
Caractéristiques
. CO2a . : : . . . . . .
Famille Genre Forme ir d Croissance | Croissance | Croissance a Croissance a Croissance | Croissancea | Type d’acide
partir de . . . ]
aloec a45°C 6,5% de NaCl | 18% de NaCl apH4.4 pH 9.6 lactique
Glucose
Cocci
Aerococcaceae Aerococcus (tétrades) - + - + - - + L
Carnobacteriaceae
Carnobacterium Batonnets - + - ND - ND - L
Cocci
Entercoccaceae Entercoccus - + + + - + + L
Cocci :
Tettrageonococcus (tétrades) + - + + Variable +
Vagococcus Cocci + - - - -
Lactobacillaceae Lactobacillus Batonnets | Variable | Variable Variable Variable - Variable - D,L,DL
Pediococcus ; . . .
Coccl - Variable | Variable Variable - + - L, DL
(tétrades)
Leuconostocaecae Leuconostoc Cocci + + - Variable - Variable - D
Oenococcus . .
+ + - Variable - Variable - D
Weissela + + - Variable - Variable - D, DL
Steptococcaceae Lactococcus ® Cocci - + - - - Variable - L
Steptococcus - - Variable - - - - L

ND, non déterminé.? Certaines souches de Weissella sont en forme de batonnet. ® Dans la littérature ancienne, les lactocoques sont appelés streptocoques du groupe
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1.5 Habitas des BAL

Les bactéries lactiques ont un spectre de croissance relativement large, ce groupe bactérien est

connu par son extréme adaptabilité aux conditions environnementales. En effet, la

température de développement de certaines especes peut étre inférieure a 15 °C ou supérieure

a 45 °C, et peuvent aussi se developper a des pH compris entre 3 et 1. Ce phénoméne

d’adaptation explique le fait que les bactéries lactiques sont largement réparties dans la

nature, dans les matieres végétales et leurs produits, dans divers types d'aliments fermentés,

les fruits, le sol, I'eau, les cavités (bouche, voies génitales, intestinales et respiratoires) des

étres humains et des animaux, ainsi que d’autres habitats naturels (Chen et al., 2018). En

effet,

la diversité physiologique des BALs, de méme que leur vulnérabilité aux

environnements extrémes font qu'elles forment un ensemble hétérogéne (Holzapfel et al.,

2014).

Le tableau ci-dessous présente des exemples concrets montrant les conditions de

croissance (pH, concentration en sels biliaires, substrats) de certaines bactéries lactiques.

Tableau 1-3 Exemples de croissance/tolérance et adaptation des BALs a des conditions

extrémes (Holzapfel et al., 2014)

Facteur

pH faible

pH élevé

Sels biliaires et jus
pancréatique

Sel (NaCl)

Températures basses

Températures elevés

Valeur Organismes
Lb. suebicus
pH 2.8 Lb. acetotolerans
pH 3.2 Lb. acidophilus
pH ~3.0 “groupe”
Ent. Faecium
Carnobacterium
pH 9.6
L. acidophilus
L. reuteri/
L. paracasei

Concentrations
physiologiques

Tet. muriaticus

18-24% C. viridans
26,4% (tolérance)
0-2°C Leuc. gelidum
Quelques
Carnobactéries
55°C Lb. delbrueckii
Jusqu'a 50°C subsp. delbrueckii

Substrat/habitat

Purée de pommes/poires
fermentées Vinaigre de riz
Estomac/duodénum supérieur

Bacillus fermentation desoja
Viande

Intestin gréle

Poissons fermentés salés
De la mortadelle emballée
sous vide

Viandes réfrigérées emballées
sous vide

Fromage de type emmental
Fromages a pate dure de type
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Strep. thermophilus italien
. >150 ppm
Nitrite Plusieurs BALs Viande séchée
La résistance au houblon a Ped. damnosus Bitre
Ped. claussenii
Lb. brevis
Acide sorbique >2g/kg Plusieurs BALs Conserves de jus, etc.
Ethanol
15% Lb. fructivorans Isolé du ketchup
13% O. oeni Vin
Résistance aux radiations
yD10 = >1.0 kGy Lb. sakeib Viande radiée
Résistance thermique D65 = 20-30min W. viridescens Viandes transformées

Ent. faecalis

& : En ce qui concerne les "composés du houblon amer" & des concentrations d'environ 55 ppm d'acides iso-d.
P Résistance plus élevée pendant la croissance exponentielle qu'en phase stationnaire. C., Carnobacterium ;
Ent., Enterococcus ; Lb., Lactobacillus ; Leuc. Leuconostoc ; O., Oenococcus ; Ped., Pediococcus ; Strep.,

Streptococcus ; Tet., Tetragenococcus ; W., Weisella.

Les aliments fermentés d’origine animale ou végétale constituent un véhicule
performant pour acheminer les bactéries vivantes vers le corps humain. Par exemple, une
portion de 100 g de produit fermenté apporte 10'°-10* microorganismes viables. D’autres
parts, la présence massive des BALs dans des milieux exposés périodiquement aux
antibiotiques (animaux, humains et plantes malades) les soumet a une pression, conduisant
ainsi au développement d'une résistance (Teuber et al., 2003). Sur le tableau ci-dessous sont
listés quelques exemples d’aliments fermentés, et les différents genres de bactéries lactiques

principalement rencontrés.
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Tableau 1-4 Différents genres des BAL(S) principalement rencontrés dans les aliments
fermentés (Chen et al., 2018)

Aliments fermentés Genres bactériens

Produits laitiers Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Pediococcus, et
Enterococcus. (le genre Lactobacillus est le plus dominant)

Levain Lactobacillus brevis, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus
sanfranciscensis, Lactobacillus crustorum, Lactobacillus
paralimentarius, Lactobacillus mindensis, Staphylococcus pentose,
et Enterococcusfaecium.

Choucroute : .
Leuconostoc, Pediococcus, Lactococcus, et Lactobacillus

Lactobacillus, Enterococcus faecium, Leuconostoc mesenteroides,

Produits carnés . .
Lactobacillus brevis, et Streptococcus.

1.6 Voie métaboligque de base des BALSs

En tant que micro-organismes exigeants, les bactéries lactiques nécessitent pour leur
croissance un apport riche et complexe en substances nutritives, tels que les glucides, les
acides aminés, les vitamines et les mineraux. Toutefois, certaines BAL ) exigent des facteurs
de croissance particuliers, dont le jus de tomate, le lactosérum, etc (Endo et al., 2014). Le
trait marquant du métabolisme des BAL ) réside dans la fermentation des glucides, associée a
une phosphorylation du substrat. L'ATP générée sera ensuite exploitée aux fins de
biosynthése. En outre, ce groupe bactérien manifeste une capacité énorme a métaboliser les
glucides et leurs dérivés via différentes voies métaboliques. L'acide lactique est le principal

produit final, néanmoins, et en mesure que les BAL ) s'adaptent a divers environnements, leur

métabolisme peut etre modifié en conséquence (Axelsson, 2004) .

1.7 Metabolisme des glucides

1.7.1. Métabolisme des hexoses

Les bactéries lactiques sont chimiotrophes, elles puisent en effet I'énergie dont elles ont
absolument besoin pour leur métabolisme en oxydant des composes chimiques (Ribéreau et
al., 2006). Etant donné que celles ci ne disposent pas de systéme respiratoire fonctionnel, leur
énergie est donc obtenue via une phosphorylation au niveau du substrat, Deux voies de
fermentation fondamentales sont possibles en presence des hexoses (Von Wright et al., 2019),

de ce fait, les BAL ) sont ainsi qualifiées comme homolactiques ou hétérolactiques. La voie
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homofermentaire est basée sur la glycolyse (ou voie Embden-Meyerhof-Parnas) et ne produit
pratiquement que de l'acide lactique, sous forme d'acide D(-)- lactique, L(+)- lactique, ou
meme les deux isomeéres sous forme d’un mélange racémique (Figurel-2.a). Cepandant la
fermentation hétérolactique (hétérofermentaire), connu sous le nom"voie de la pentose
phosphokétolase™, produit, outre que I'acide lactique, du CO2 , d'éthanol ou d'acétate (Figure
1-2.b) (Holzapfel et Wood, 1995; Von Wright et Axelsson, 2019). Il est en effet evident, que
pour une espece donnée, le type de sucre fermenté,ansi que les facteurs environnementaux
(présence d'accepteurs d'électrons, pH, etc.), determinent a la fois le bilan d’énergie, et la

nature des produits finaux (Ribéreau et al., 2006).
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Figure 1-2 Les principales voies de fermentation du glucose.

(a) Fermentation homolactique (glycolyse, voie Embden-Meyerhof-Parnas). (b) Fermentation hétérolactique
(voie 6-phosphogluconate/phosphokétolase). Les enzymes sélectionnées sont numérotées: 1. glucokinase ; 2.
fructose-1,6-diphosphate aldolase ; 3. glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase ; 4. pyruvate kinase ; 5.
lactate déshydrogénase ; 6. glucose-6-phosphate déshydrogénase ; 7. 6- phosphogluconate déshydrogénase ; 8.

phospho-cétolase ; 9. acétaldéhyde déshydrogénase ; 10. alcool déshydrogénase (Von Wright et al., 2019).
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Quant aux hexoses autres que le glucose (mannose, galactose, fructose), aprés avoir
subi différentes étapes d'isomérisation et de phosphorylation, ils passent par les voies
majeures indiquées précédemment en tant que glucose-6-phosphate ou fructose-6-phosphate
(Von Wright et al., 2019); la métabolisation du galactose est assurée via deux voies
différentes : par la voie de tagatose-6-phosphate (Figure 1-3.a) lorsque le sucre traverse la
membrane cellulaire par le biais du systeme de phosphotransférase (PTS), ou par celle de de
Leloir quand le galactose libre est acheminé par unepérrmease spécifique (la galactose
perméase) (Figure 1-3.b) (Endo et Dicks, 2014 ; Von Wright et Axelsson, 2019).

Galactose Galactose

( PTE) membrane ce]lulajre( Permeasa membrane cellulaire

¥ ¥
(alactose-6-phosphate Galactose
— ATP
|'/-
v .
Tagactose-6-phosphate v » ADE
L~ ATP Galactose-1-phosphate
“p ADP
v v
Tagactose-1 6-diphosphate Glucose -1-phosphate

"

Dihydroxyacetone- < ——> Glyceraldehyde- Glucose -6-phozphate

phosphate 3-phosphate !
| Glycolyse i Glycolyse
v v
Pyruvate Pyruvate

(a) (b)
Figure 1-3 Métabolisme du galactose par les BAL )

(a) voie du tagatose-6-phosphate ; (b) voie de Leloir(Endo et al., 2014)
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1.7.2. Métabolisme des pentoses

Toutefois, la phosphatation des pentoses est réalisée par voie hétérofermentaire, ils pénétrent
dans la voie sous forme de ribulose-5-phosphate ou xylulose-5-phosphate, par ailleurs le CO2
n’est pas produit (Von Wright et al., 2019). Ces réactions sont présentées dans la voie
hétérofermentaire pour l'assimilation du glucose (Figure 1-2.b). Méme si la majorité des
bactéries lactiques hétérofermentaires sont performantes pour la fermentation des pentoses,
certaines souches semblent étre pentoses négatives (Kandler et al., 1983). Toutefois, il y a en
outre des souches de Lactobacillus, Pediococcus ou Leuconostoc qui fermentent des pentoses
tels le ribose, l'arabinose et le xylose, peu importe leur type fermentaire (homo ou
hétérofermentaire), ainsi, le rendement résultant de cette voie est supérieur a celui de la voie

pentose-phosphate issu de la fermentation des hexoses (Ribéreau et al., 2006).

1.7.3. Métabolisme des disaccharides

En fonction de leur mode de transport vers la celleule, les disaccharides peuvent etre inroduit
sous forme de sucrres libres ou de phosphates de sucres (Halasz, 2009) . Donnant
I’exemple du lactose, le disaccharide dont le métabolisme a été amplement explore,
notamment pour les espéces utilisées dans les applications laitiéres. Il est introduit dans la
cellule via une permérase specifique ou via un systéme PEP:PTS propre au lactose, en tant
que lactose phosphate. Dans le premier cas, une B-galactosidase scinde le disaccharide en
deux monosaccharides, le glucose et le galactose,qui tous les deux peuvent passer dans les
principales voies fermentaires. Toutefois, dans le second cas, une autre enzyme, la phospho-f-
d-galactosidase, est nécessaire pour scinder le lactose phosphate en 1 mole de monosaccharide
(glucose) et 1 mole de phosphate de monosaccharide (galactose-6-phosphate) (Halasz, 2009;
Von Wright et Axelsson, 2019).

Un autre exemple concerne les autres disaccharides, le maltose dont la fermentation
par les BAL ) a été largement discutée, et le saccharose. Le premier est d’abord cliver en deux
monosaccharides, deux glucoses qui passent ensuite par les voies majeurs de fermentation
(Kandler, 1983 ; Halasz, 2009). La fermentation du saccharose est amorcée par son clivage en
glucose et fructose par la sucrose hydrolase. Ces deux derniers produits peuvent emprunterles

voies principales, comme indiqué précédemment (Figure 1-3) (Von Wright et al., 2019).

Quant a la fermentation d'autres disaccharides, tels que la cellobiose et la mélibiose,

I'aptitude des BAL(S) est avérée espéce dépendante. 1l est probable que leur métabolisme fait
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intervenir des systemes de transport et des hydrolases spécifiques, aboutissant aux
monosaccharides correspondants, qui s'engagent dans la voie commune, bien que les études y

afférentes restent peu développées (Halasz, 2009).

1.8. Métabolisme de I'azote : Systeme protéolytique

Certaines BAL ()du secteur laitier sont dotées d’une activité proteolytique, qui leur permet de
se procurer des acides amineés & partir de la caséine du lait, étant donné que ceux-ci manquent
dans le lait (Savijoki et al., 2006 ; Holzapfel et al., 2014). Outre les principales voies
metaboliques décrites précedemment, les BAL s sont capables de métaboliser I'azote, qui en
général, est associé a I'hydrolyse et a la synthese des protéines. Ce processus revét une
importance particuliere, notamment dans la production de fromage. Par ailleurs, l'activité
caséinolytique repose sur la sérine protéinase (PrtP) de type subtilisine de la paroi cellulaire.
Cette enzyme décompose la caséine en oligopeptides de taille variable, les peptides de 4 a 18
acides aminés sont transportés au moyen d'un systéeme de transport oligopeptidique (Opp), un
transporteur ABC, tandis que des systémes de transport di- et tripeptidiques permettent le

transport des plus petits peptides (Von Wright et al., 2019).

Concernant les aminoacides, le réle de la transaminase et de la décarboxylase y est
important. Outre ces deux enzymes, les lyases et les déshydrogénases jouent un role dans le
métabolisme des acides aminés des bactéries lactiques. Par exemple, ces derniéres, peuvent
convertir l'acide glutamique en acide y-aminobutyrique sous l'action de la décarboxylase, les
produits issu de ce métabolisme servent de précurseurs aux composés aromatiques, lesquels
contribuent fortement a la saveur finale des produits alimentaires (Wu et al., 2019). En outre,
le pouvoir protéolytique des BAL s se traduit aussi en autres molécules, tels que les peptides
bioactifs, dotés de fonctions en rapport aux vertus probiotiques des BAL) (Kowalczyk et
al., 2016).

Lactococcus lactis constitue le modele le plus étudié pour la protéolyse de la cas€ine,
le transport, la peptidolyse et leur régulation (Savijoki et al., 2006). La figure ci-dessous

illustre le schema général de ce systeme protéolytique.
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Figurel-4 Modeéle de la voie protéolytique chez L. lactis.

Le transport des di- et tripeptides et des acides aminés libres est également inclus, bien que leur réle dans la
croissance du lait soit limité. PrtP, protéinase ancrée dans la membrane ; Opp, systeme de transport des
oligopeptides ; D, systéme(s) de transport des di-/tripeptides (il convient de noter que le systeme de transport des
dipeptides est un transporteur ABC comme Opp) ; A, systéme(s) de transport des acides aminés; M, membrane

cytoplasmique (Savijoki et al., 2006)
1.9. Métabolisme lipidique

Comparativement a d’autres espéces bactériennes, les BALs ne sont pas tres lipolytiques,
toutefois, certaines souches telles, S. thermophilus, les lactobacilles ont montré une capacité
d’hydrolyse d’esters (Medina et al., 2004 ; Georges et al., 2008). Les lipides jouissent d'un
role primordial dans la saveur du fromage en tant que source d'acides gras libres (AGL)
susceptibles d'étre catabolisés en d'autres composés aromatiques (par exemple, les
méthylcétones) et en servant de solvant pour les composeés sapides (Gobbetti et al., 2007). Les
enzymes lipolytiques sont les estérases ou les lipases, lesquelles se différencient par trois
caractéristiques principales: (i) la longueur de la chaine acylester hydrolysée, (ii) la nature
physico-chimique du substrat (émulsifié ou non), et (iii) la cinétique enzymatique.

Les estérases, hydrolysent avantageusement les esters formes avec des acides gras a
chaine courte (C2 a C8), et les lipases, agissant sur des substrats en émulsion contenant des

acides gras a longue chaine (plus de C8).
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Les BALs posseédent des enzymes estérolytiques/lipolytiques intracellulaires aptes
d'hydrolyser une série de dérivés d'acides gras libres. Ainsi, dans les fromages de type
Cheddar et Dutch fabriqués a partir de lait pasteurisé, ces enzymes représentent les principaux
agents lipolytiques (Gobbetti et al., 2007 ; Fox et al., 2017). En effet, la protéolyse des
protéines et la lipolyse de la matiére grasse du lait par les BALs représentent les principales
altérations biochimiques affectant la saveur du fromage (Katz et al., 2002). En outre, le
processus de lipolyse aboutit a la formation d'acides gras libres, dont la plupart, notamment
ceux a chaine courte, ont un fort goQt typique (Cogan et al., 2002), lesquels constituent des
précurseurs de composés aromatiques tels que les méthylcétones, les alcools secondaires, les
esters et les lactones (Poltronieri et al., 2017). La contribution des BALSs est relativement
faible a la lipolyse, en revanche les cultures additionnelles, telles que celles des fromages
affinés en surface, ont souvent une activité élevée dans la conversion des graisses. Le godt
issu de la conversion des graisses revét une importance particuliére pour certains fromages a
pate molle comme le camembert et le roquefort (Poltronieri et al., 2017).

Lee et ses collaborateurs (1990), ont indiqué dans une étude que L. casei-subsp-casei
LLG avait une forte activité estérolytique pour hydrolyser les graisses. Les Lactococcus spp.
et les Lactobacillus spp. ont une activité lipolytique faible en comparaison a d'autres
bactéries, telles que les Pseudomonas, et les moisissures.

Bien qu'il soit bien établi que les bactéries lactiques telles que les lactobacilles, les
lactocoques, les entérocoques et les streptocoques contribuent a la formation des esters
d'ardmes via les systémes estérase/lipase, le mécanisme fondamental demeure pratiquement

inconnu (Wu et al., 2018).

1.10. Innocuité des bactéries lactiques

Les aliments fermentés a base de bactéries lactiques actives furent consommés il y a environ
mille ans. En fait, leur introduction dans la chaine alimentaire visait initialement a abaisser le
pH afin de prolonger la durée de conservation des aliments, étant donné que celles-ci
produisent de l'acide lactique (Salminen et al., 2012), en outre certaines souches sont aussi
productrices d'acide acétique, d'éthanol, de composés aromatiques, de bactériocines,
d'exopolysaccharides et d'enzymes importantes (telles les protéases), contribuant ainsi a
inhiber les microorganismes pathogeénes et limiter les risques d'altération, tout en ameliorant

la texture et les qualités sensorielles du produit (Chen et al., 2019 ; Hill et al., 2017).
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Parallelement, les propriétés fonctionnelles et physiologiques diverses que possédent
les BAL) ne se limitent pas a la préservation des aliments, mais permettent en outre
d’améliorer leur qualité fonctionnelle, et par conséquent la santé du consommateur (Chen et
al., 2019), qui dispose désormais de toute une gamme d’aliments fermentés salubres, sains et
savoureux. On considere souvent que les BAL) sont des microorganismes sans danger
inhérent a la consommation humaine, que ce soit directement et/ou a travers leurs métabolites
(Obis et al., 2019).

La sécurité des bacteries lactiques est due en partie a leur existence en tant que
microbiote commensal normal ainsi qua leur présence au fil des générations sans
conséquences négatives. L. acidophilus, S. thermophilus, Lc. lactis subsp. cremoris, Lc. lactis
subsp. lactis, L. delbrueckii subsp. bulgaricus, L. delbrueckii subsp. lactis et L. fermentum,
sont autant d'exemples de probiotiques inoffensifs (Chen et al., 2018), toutefois, des rapports
ont associé certaines BAL) appartenant surtout au groupe des Enterococcccus, a des
infections cliniques, en particulier I'endocardite. Par ailleurs, entre 0,05 % et 0,4 % des
infections (endocardite ou bactériémie) sont causées par d'autres BAL), telles que les
Lactobacilles et les Bifidobactéries, alors que celles dues aux Leuconostocs ont été estimées a
moins de 0,01 % (Salminen et al., 2012). En effet, grace a leurs propriétés non pathogeénes, les
Lactobacillus et les Bifidobacteries restent les BAL) les plus souvent utilisées dans
l'alimentation, car rarement associées aux infections courantes. Toutefois, les nouvelles
souches lactiques dont I'innocuité fait défaut et qui n'ont pas un historique d'utilisation sar
doivent obligatoirement subir une évaluation rigoureuse, cela représente un défi en matiere au
développement alimentaire actuel et futur (Chen et al., 2019).

Bien que ces bactéries forment un groupe diversifié, une multitude d'espéces jouissent
du statut GRAS (Generally regarded as safe) et QPS (Qualified presumption of safety) qui
leur ont été attribués par la Food and Drug Administration (FDA) et I’European Food Safety
respectivement (Hill et al., 2017). En effet, le défi de la salubrité microbiologique des
aliments est un enjeu clef tant pour les pouvoirs publics que pour l'industrie alimentaire, il est
donc essentiel d'évaluer la sécurité des ferments volontairement introduits dans les aliments,
qu'ils soient destinés a la fermentation, a la conservation, ou a des fins probiotiques (Denis et
al., 2013).

En bref, d’aprés Chen et Wang (2018), la Vvérification de I'innocuité des bactéries

lactiques porte principalement sur les éléments suivants:
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a) Toute souche de bacterie lactique doit étre sans équivoque et taxonomiguement
définie et étre classée dans une collection de culture internationale reconnue,
accessible aux industriels, aux scientifiques et aux autorités pour garantir le controle
de la dérive génétique des organismes et la comparaison aux isolats cliniques ;

b) Toute nouvelle souche émanant d'une espece aux propriétés pathogenes, toxinogéenes
ou indésirables se doit d'étre soumise & un examen minutieux et a un dépistage
systématique de la résistance aux antibiotiques et de son transfert ;

c) Les effets immunomodulateurs des bactéries lactiques nécessitent une évaluation dans
des populations cibles définies ;

d) Les bactéries lactiques présentes dans les additifs alimentaires pour animaux ou les
produits vétérinaires doivent étre évaluées de point de vue de leur sécurité dans la
chaine alimentaire humaine ;

e) Le contenu, la durée de conservation, les attributs prétendus et la dose doivent étre
mentionnés avec exactitude sur I'étiquetage des produits a base de bactéries lactiques ;

f) Dés l'introduction de nouvelles bactéries lactiques, des données sur leur absorption
doivent étre collectées, specialement en cas de consommation a long terme ;

g) Une surveillance épidémiologique des effets indésirables éventuels, notamment des
infections, devrait étre assurée ;

h) La confirmation de son innocuité par la caractérisation des isolats cliniques en vue de

leur comparaison avec des souches endogenes et probiotiques

1.11. Les BALs starters

Le terme "culture starter" désigne une préparation microbiologique a base de nombreuses
cellules contenant au moins un micro-organisme, incorporée dans une matiére premiere en
vue de produire un aliment fermenté, et de controler et d'accélérer ainsi la fermentation
(Leroy et al., 2004).

Une culture starter consiste en une préparation microbienne active introduite
volontairement lors du processus de fabrication pour initier certains changements
souhaitables. Il peut s'agir de bactéries lactiques, de propionibactéries, de bactéries de
maturation en surface, de levures et de moisissures (Hassan et al., 2001).

Les starters laitiers a base de bactéries lactiques servent essentiellement a piloter le
processus de fermentation. Parallelement, elles participent au développement des
caractéristiques sensorielles et a I'amélioration de la qualité des produits (Carminati et

al., 2010). En effet, outre leur production d’acide lactique, ce groupe de bactéries, générent

24



Chapitre 01 : Bactéries Lactiques Et Probiotiques

également d'autres substances, notamment I'acétaldéhyde, I'acide acétique et le diacétyle, dont
le rble est déterminant dans le développement des arémes des produits frais fermentés (Fox et
al., 2017), offrant aussi une stabilisation de la flore microbienne intestinale (Chen et
al., 2019).

Il existe plusieurs types de bactéries starters, cette catégorisation a été établie sur la
base du nombre de souches, de la température de fermentation et des moyens de préservation.

(i) Selon le nombre de souche

(i-a) Starters mono-souche : Une seule souche est présente dans ce starter. Par
exemple, pour la production du yaourt, S. thermophilus et L. bulgaricus sont les deux cultures
de starters les plus courantes. Elles sont fermentées séparément, puis melangées en
proportions adéquates (Aghababaie et al., 2015).

(i-b) Starters multi-souches : En général, ce starter renferme davantage de souches,
appartenant parfois a la méme espece ou a des espéces présentant des caractéristiques
analogues. Par exemple, un starter multi-souches peut étre constitué de L. lactis subsp.
cremoris/lactis et de Leuconostoc mesenteroides subsp. Cremoris (Chen et al., 2019).

(i-c) Starters mixtes: Une telle culture comporte de nombreuses souches inconnues,
dont les proportions sont relatives au produit. Par exemple, les grains de kéfir forment un
mélange de starters naturels, résultant d'une symbiose entre les levures et les BALs (Chen et
al., 2019).

(ii) Selon la température de fermentation : Les cultures starters sont communément

réparties en deux catégories : les cultures meésophiles, ayant une température optimale de
~30°C, et les cultures thermophiles, dont la température optimale se situe a ~42 °C. Les
cultures mésophiles comportent essentiellement des souches de Lactococcus lactis subsp.
cremoris, mais également, en nombre limité, dessouches de Lc. lactis subsp. lactis et/ou de
Leuconostoc sp. Parmi les cultures thermophiles, on compte le Streptococcus thermophilus et,
selon le cas, le Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus, le Lb. delbrueckii subsp. lactis ou
le Lb. Helveticus (Fox et al., 2017).

(iii) Selon_le_ moyen de préservation : Pour maintenir a long terme la survie et les

particularités initiales de la culture pure, on dispose de trois modes de conservation : (iii-a) les
starters liquides, ces cultures sont habituellement stockées en milieu liquide (lait entier, lait
écréme, lactosérum, etc). (iii-b), les starters en poudre, généralement issus par séchage avec
ou sans concentration, en utilisant différentes méthodes, telles, le séchage sous vide, le
séchage par pulvérisation, la lyophilisation et la lyophilisation concentrée. (iii-c), les starters
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congelés, il s’agit d’un concentré de cellules congelées dans diverses conditions, dont la

congélation a -80 a -30 °C et la cryoconservation a -196 °C dans I'azote liquide (Chen et

al., 2019). La liste des souches lactiques couramment exploitées dans les différents aliments

fermentés est reprise dans le tableau ci-apres.

Tableau 1-5 Les souches lactiques et certains probiotiques présents dans divers aliments
fermentés (Chen et al., 2019).

Produits Aliments Souche lactique
Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus, S. thermophilus
Yogourt Lb. casei, Lb. acidophilus, Lb. rhamnosus, Lb.
johnsonii, B. lactis, B. bifidum, B. breve
Probiotique
. L. Lb. kefir, Lb. kefiranofacies, Lb. brevis
Produits laitiers Yaourt

Kéfir Lc. lactis subsp. lactis, Lc. lactis subsp. lactis var.

diacetylactis

Beurre et petit-lait

Lc. lactis subsp. cremoris, Leuc. mesenteroides subsp.

cremoris
Fromage a pate dure non . . . .
geap Lc. lactis subsp. lactis, Lc. lactis subsp. cremoris
poreuse
Leuc. mesenteroides, Lb. plantarum, Pediococcus
Choucroute o
acidilactici
Cornichons Leuc. mesenteroides, P. cerevisiae, Lb. brevis, Lb.

plantarum, Lb. pentosus

Olives fermentées

P. acidilactici, P. pentosaceus, Lb. plantarum

Légumes
Légumes fermentés Lb. fermentum
Jus Lb. casei, Lb. plantarum, Lb. xylosus, Lb. sakei
. Lb. brevis, P. pentosaceus, Lb. plantarum, Lb.
Olive
pentosum
Pates fermentées Lb. sanfranciscensis, Lb. farciminis, Lb. fermentum, Lb.
brevis, Lb.
Céréales . )
plantarum, Lb. amylovorus, Lb. reuteri, Lb. pontis, Lb.
panis, Lb. alimentarius, Weissella cibaria
. Saucisse fermentée (UE) Lb. sakei, Lb. curvatus
Viandes . ’ '
Saucisse fermentée (US) P. acidilactici, P. pentosaceus
Poissons Lb. alimentarius, Carnobacterium piscicola

Lb Lactobacillus, B Bifidobacterium, Lc Lactococcus, Leuc Leuconostoc, P Pediococcus
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1.12. Potentiel probiotique des BALS

Indépendamment de leur place dans la formulation des aliments, les BAL ) sont associées aux
surfaces des muqueuses, en particulier celles du tractus gastro-intestinal (Gl), des cavités

buccales et vaginales des humains et d'autres mammiféeres (Holzapfel et al., 1995 ; Franz et

al., 2010). En majorité, les micro-organismes associés aux effets probiotiques sont issus
d'aliments fermentés ou du microbiote intestinal humain, en effet, si la valeur nutritionnelle
des aliments contenant des BAL s est significative, ceux contenant des BAL s probiotiques
ont potentiellement un impact direct sur la santé (Salminen et al., 2001), en prévenant les
maladies et favorisant la biorégulation des troubles du comportement tels que le stress et
l'anxiété (Hill et al., 2017).

On a introduit derniérement un nouveau terme - celui d'aliment fonctionnel, qui se
rapporte aux aspects préventifs et/ou thérapeutiques des aliments, en dehors de leur qualité
nutritionnelle.Une vaste gamme d'aliments fonctionnels a été développé recemment, dont un
grand nombre fait partie de la production mondiale, tels que les aliments probiotiques,
prébiotiques et synbiotiques, et ceux enrichis en antioxydants, isoflavones, phytos-terols,

anthocyanes, a teneur réduite en graisses, en sucre ou en sel (Bastani et al., 2016).

1.12.1. Concept Probiotique

Le mot "probiotique” se réfere a un terme découlant de la combinaison linguistique du latin et
du grec, ou "pro" signifie "pour'™ et "biotique’” signifie "la vie'. Des définitions
divergentes du terme “probiotique™ ont été attribuées dernierement, considérant leur
mécanisme d’action et leur impact sur la santé humaine (El-Dalatony et al., 2020). Le concept
initial de microorganismes probiotiques remonte a un siecle, quand le lauréat du prix Nobel
Ilya Metchnikoff (1908) a affirmé dans son célebre livre "The Prolongation of Life", que la
longévité des paysans bulgares résultait de la consommation de produits laitiers fermentés.
Selon Metchnikoff, cette longévité est associée a une réduction des bactéeries productrices de
toxines dans l'intestin suite a l'ingestion de yaourts a base de Lactobacilles (Naima et
al., 2015).

En 1965, Le terme probiotique a été inventé, pour désigner les composés engendrés
par un microbe, ayant une influence sur le développement optimal d'autres microbes, par
analogie au terme antibiotique. Le terme initialement utilisé pour désigner un probiotique, qui
est actuellement en vigueur, les decrit comme étant des "Organismes et substances qui

contribuent a I'équilibre intestinal”(El-Dalatony et al., 2020). Plus récemment, Guarner et
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Schaafsma (1998) ont proposé une définition, adoptée par la FAO/OMS en 2002, qui décrit
un probiotique comme "des micro-organismes vivants qui, lorsqu'ils sont consommés en
quantités adéquates, conférent un bénéfice pour la santé de I'h6te".

La quantité appropriée de ces organismes difféere d'un pays a l'autre ; elle est estimée a
107 unités formant colonie (UFC)/g au Japon, alors qu'aux Etats-Unis, la norme exige 10°
UFC/g pour qu'un produit soit étiqueté comme probiotique (De Vuyst, 2000) .

En outre, entre 2001 et 2002, I'Organisation mondiale de la santé (OMS) et
I'Organisation des Nations unies pour l'alimentation et I'agriculture (FAO), ont etabli a un
consensus consistant a employer le terme “probiotique” uniquement pour les especes
microbiennes présentant des avantages évidents pour la santé sur la base d'études diment
controlées. Les produits commercialisés ne doivent porter que la mention "contient des
probiotiques™ , par ailleurs toute autre allégation relative au bienfait pour la santé demande a
étre justifiee (Hill et al., 2014).

Les probiotiques font partie des groupes de produits nutraceutiques, qui implique des
microorganismes intacts. Ce groupe comprend essentiellement des bactéries (Lactobacillus
acidophilus, L. plantarum, L. casei, Bifidobacterium), identifiées comme ayant un potentiel
alimentaire fonctionnel et certaines levures dont Saccharomyces boulardii (Wildman Robertet
al., 2007). Certaines bactéries non lactiques sont aussi considérées comme probiotiques

(Mutukumira et al, 2015).

1.12.2. Un bref apercu de I'histoire des probiotiques

1890: Ernst Moro, un médecin autrichien, a découvert une bactérie produisant de I'acide, le
Lactobacillus acidophilus.

1899: Henry Tissier, un pédiatre frangais, a découvert les bifidobactéries.

1907: Elie Metchnikoff a constaté que la consommation de yaourt fermenté contribuait
a améliorer le microbiote intestinal et la longévité des habitants des régions bulgares.

1923: Saccharomyces boulardiias : un probiotique qui a été découvert par Henri
Boulard en 1923. Il a aussi constaté I'effet de la consommation de litchi sur la santé humaine.

1930 : Une nouvelle souche de L. case, appelée Lactobacillus casei Shirota, est
découverte par Minoru Shirota, puis un yaourt liquide contenant la méme souche a été
développé et nommé Yakult, apres une inspiration des travaux de Metchnikoff.

1965 : Le terme "probiotiques” a été donné pour la premiére fois par RH Stillwell et
DM Lilly.
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1995: le terme "prébiotique” est introduit pour la premiere fois, pour désigner les
aliments stimulant la croissance naturelle des probiotiques et accentuant leur effet dans
I'intestin humain.

2002: L'Organisation mondiale de la santé (OMS) et les Nations unies (ONU)
reconnaissent officiellement les probiotiques comme des microbes exercant des effets positifs
chez les humains.

2013: Le ®" Ted Dinan a inventé le terme “psychobiotique” suite & des recherches sur

I'effet de divers microorganismes sur I'numeur de I'ndte (effets psychiques) .

1.12.3. Critere de sélection

Les produits probiotiques se distinguent les uns des autres par leur valeur nutritionnelle et
thérapeutique. Le terme "probiotique™ est dénué de sens a moins qu'il contienne la bonne
souche, en quantité suffisante, sous la bonne formulation et dans les conditions adéquates.
C'est pourquoi il est primordial au préalable, de définir la souche, sa viabilité, ses criteres
d'implantation, ainsi que ses vertus santé (Dash et al., 2000). Pour étre qualifié de
probiotique, un micro-organisme doit satisfaire les critéres suivants:

1. Pouvoir étre produit a I'échelle industrielle

2. Pouvoir survivre durant le processus de production et de stockage

3. Pouvoir tolérer les conditions intestinales de I'hote

4. Exercer des effets santé lorsqu'il est consommé (Homayouni, 2008).

Tableau 1-6 Exemples de souches probiotiques largement utilisées (Khan et al., 2019)

Genre A e
Espéce et souche Référence

L. rhamnosus GG, L. acidophilus
NCFM, L. caseiShirota, L. reuteri
MM53, L. rhamnosus GR-1, L.
fermentum RC-14

Lactobacillus Reid (1999)

B. lactis HNO19, B. longum CECT
7210, B. catenulatum, B. breve
Yakult, Bifidobacterium bifidum

NCFB 1454, B. animalis

Bifidobactéries Vlasova et al. (2016)

Bactéroides B. uniformis CECT 7771, B. fragilis El Hage et al. (2017)

B. coagulans 15B, B. subtilis CU1,

Bacillus B. licheniformisCH200 Elshaghabee et al. (2017)
Streptococcus S. thermophilus FP4 Jager et al. (2016)
Clostridium C. butyricum MIYAIRI 588 SEKI et al. (2003)
Enterococcus E. faecium K77D Hanchi et al. (2018)
Akkermansia A. muciniphila Cani and de Vos (2017)
Faecalibacterium Faecalibacterium prausnitzii Martin et al. (2017)

29



Chapitre 01 : Bactéries Lactiques Et Probiotiques

1.12.4. Prebiotique, Postbiotique/ Parabiotique et Symbiotique
Le terme ""prébiotique™ a été donné en remplacant *'pro* par *'pré", qui signifie ""avant™ ou
"pour'. Les prebiotiques sont des ingrédients alimentaires non digestibles (inuline,
oligofructose, stachyose, oligosaccharides et raffinose) (De Vuyst, 2000) , ayant un effet
bénéfique sur I'n6te en stimulant sélectivement la croissance et/ou l'activité d'une ou d'un
nombre limité des bactéries du cblon et en améliorant ainsi la santé de I'néte (Gibson et
al., 1995 ; Homayoni et al., 2012). Les bactéries stimulées sont de nature bénéfique, a savoir
les bifidobactéries et les lactobacilles (Leach et al., 2006), non affectés par les enzymes
digestives humaines; ils sont toutefois fermentés par des probiotiques résidant le grand cdlon
et permettent ainsi la colonisation de micro-organismes bénéfiques. Pour étre efficaces, les
prébiotiques doivent résister a la digestion avant de parvenir au c6lon et persister de
préférence dans le gros intestin (Gibson et al., 1995). L'utilisation de prébiotiques est une
alternative aux probiotiques ou un appui additionnel a ceux-ci. Toutefois, différents
prébiotiques stimuleront différentes bactéries intestinales indigenes (Markowiak et al., 2017).
Les prébiotiques les mieux connus comprennent notamment les fructo- et non-fructo-
oligosaccharides. A I'exception de I'inuline (mélange de fructo-oligo- et de polysaccharides),
les prébiotiques identifiés sont des mélanges d’oligosaccharides non digestibles (c'est-a-dire
des chaines composées de 3 a 10 monomeéres glucidiques) (Anaddn et al., 2016), Les
prébiotiques habituellement exploités et les éventuels prébiotiques sont indiqués dans le
tableaul-7

Tableau 1-7 Prébiotiques courants et émergents des aliments fonctionnels
(Anadon et al., 2016).

Fructo- oligosaccharides (FOS), galacto-oligosaccharides (GOS),
galacto-oligosaccharides (GOS)/oligosaccharides
transgalacosylés(GOS/TOS), inuline, isomalto oligosaccharides,
lactulose, pyrodextrines, soja-oligosaccharides (SOS)

Prébiotiques connus

Gluco-oligosaccharides, isomalto-oligosaccharides (IMO),
lactosucrose, levans, pectic-oligosaccharides, amidon résistant,
sucro-alcools, xylo-oligosaccharides (XOS)

Prébiotiques émergents

La microflore intestinale est étroitement affectée en présence des probiotiques, dont I'effet

est intimement lié a celui des prébiotiques (Figure 1-5), lesquels remplissent divers réles en
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symbiose avec les probiotiques et en amplifient les effets comme suit (El-Dalatony et
al., 2020) :

1. Outre la microflore intestinale, les prébiotiques ont une fonction éminente dans
I'amélioration de I'absorption du calcium et du magnesium dans le corps, contribuant
ainsi a augmenter la densité des os.

2. Les prébiotiques assurent la régulation de I'appétit en promouvant la digestion et le
métabolisme des lipides, ce qui contribue a équilibrer la flore intestinale.

3. Aident au métabolisme des glucides.

4. Aident a réduire l'insulinorésistance.

5. Maintien des électrolytes tels que le sodium et le potassium, et certains minéraux pour
controler la pression sanguine.

6. Equilibre des hormones.
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Figure 1-5 Effets des souches probiotiques sur la microflore bénéfique et les pathogénes
pour accroitre le nombre de microbes benéfiques et renforcer I'immunité sur une
période donnée.

Les vertus santé des probiotiques ont bien été démontré, ces organismes miraculeux,

exercent un role a plusieurs niveaux, outre la restauration de la flore intestinale normale, la
modulation du systéme immunitaire, ils ont été aussi impliqués dans I'adsorption et

I'élimination des métaux lourds du corps humain. Toutefois, il est possible de multiplier ces
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avantages en consommant parallelement des prébiotiques pour créer un effet symbiotique
(El-Dalatony et al., 2020).

Le terme "synbiotique™ a été introduit en 1995 par Gibson et Roberfroid pour désigner
une combinaison synergique de probiotiques et de prébiotiques, le principe est que le

probiotique arriverait a la cible et qu'il proliférerait in situ utilisant le prébiotique (Gibson et
al., 1995).

Les post-biotiques/parabiotiques se définissent comme des aliments fonctionnels

contenant des molécules effectrices probiotiques sous forme de micro-organismes de type
probiotique non viables, ou de lysats cellulaires apportant les bienfaits requis des probiotiques
pour la santé. Ces post-biotiques incluent généralement des molécules dont I'acétaldéhyde, les
bactériocines, les acides organiques et le peroxyde d’hydrogene. Il ressort d'études récentes
gue méme en l'absence d'organisme probiotique producteur, la présence de molécules
effectrices dans [l'alimentation témoigne des activités probiotiques. Par exemple, les
postbiotiques a base de muramyldipeptide réduisent la résistance du foie a Il'insuline et
I'inflammation des tissus adipeux via le NOD2 (Naima et al., 2015). Sur la figure ci-dessous
sont illustrés les bienfaits liés aux probiotiques, prébiotiques et postbiotiques.

Microorganismes bénéfiques Inhibition des agents

pathogénes (compétition

pour les nutriments,

_ production de substances
antimicrobiennes) = = ] )

Stimulation de la croissance ~ Pathogénes

o _&
des micro-organismes s o
bénéfiques (probiotiques et Nf / \‘ >
flore commensale) ‘ Fermentation R —

Produits de fermentation
Prébiotiques

+ Source d'énergie Production IgA

+ Activité anticarcinogéne

Immunomodulation| SCEAs — * Modulation immunitaire
« Absorption du calcium
« Métabolisme des lipides
A i
| \\ I ¥
N \
\ ‘ \ l / \
| LA B | | I
Cellules épithéliales = Mugqueuse intestinale

Cellules immunitaires

Figure 1-6 Quelques mecanismes liés aux probiotiques et aux prébiotiques ou plusieurs
réponses bénéfiques sont induites chez I'hote (Naima et al., 2015)
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1.13. Probiotique et Covid 19

Les infections respiratoires constituent la cause principale de déces et d'invalidité dans le
monde, tant dans les pays en développement que dans les pays industrialisés (Lehtoranta et
al., 2014). Ces deux dernieres décennies, I'évolution et I'émergence des virus se sont
sensiblement intensifiées du fait de leur mutation rapide. En effet, de nombreux facteurs sont
a la base de I'émergence ou de la réémergence des virus, dont le nombre croissant de patients
immunodéprimés, les changements climatiques, le manque d'agents antiviraux, les
mouvements géographiques de plus en plus fréquents des personnes, ainsi que la

transformation génétique des virus (Olaimat et al., 2020).

Les coronavirus (CoV) forment une grande famille de virus dont la surface est munie
d'appendices en forme de couronne. Les coronavirus humains (CoV) ont été identifiés au
milieu des années 60 (Khaled, 2020) . Le coronavirus 2 (SRAS-CoV-2) est un nouveau
coronavirus responsable chez les humains d’une infection respiratoire, signalée pour la

premiére fois a Wuhan, en Chine, en décembre 2019 (Olaimat et al., 2020).

Les probiotiques ont prouvé un puissant effet antimicrobien, ils ont mémes été
proposés au cours des deux dernieres décennies comme agents antiviraux lors des infections
des voies respiratoires (Al Kassaa, 2017) . En effet, de nombreuses études cliniques ont été
établies concernant la consommation de suppléments probiotiques lors des infections
respiratoires, confirmant ainsi I'activité antivirale éventuelle des probiotiques (Zhang et al.,

2015 ; Khan et al., 2019).

Les mécanismes d'action envisageables pour appuyer le role des probiotiques dans la
lutte contre les virus respiratoires sont multiples. Mais les plus crédibles sont la modulation du
systéme immunitaire inné et I’amélioration des réponses immunitaires acquises (Lehtoranta et
al., 2014). D’ailleurs, grace a cette activité immunomodulatrice, ces derniers sont désignés par

"immunobiotiques”.

Le fondement d'études antérieures sur les différentes infections virales, laisse suggerer
qu’une alimentation saine et équilibrée et le recours a des compléments alimentaires tels que
les vitamines, les minéraux, les fibres et les probiotiques, peut assurer une prévention contre

les maladies infectieuses (Al Kassaa, 2017) .

33



CHAPITRE 02 :
EXOPOLYSACCHARIDES DES

BACTERIES LACTIQUES



Chapitre 02 : Exopolysaccharides Des Bacteries Lactiques

Les polymeéres d'origine végétale, animale et microbienne sont des acteurs nécessaires a la
formulation des aliments, parmi lesquels les polysaccharides microbiens retiennent de plus en
plus l'attention depuis quelques années (De Vuyst et al., 2003), grace a leurs propriétés
uniques, et le fait qu’ils garantissent une offre de produits de valeur et de prix stable
(Sutherland, 1990).Ces polysaccharides peuvent étre produits par de nombreuses bacteéries,
levures et champignons (tableau 2-1). Ils sont présents sous forme de constituants cellulaires
(par exemple, les parois cellulaires) ou sécrétés dans le milieu extracellulaire. Si leur intérét
est di en premier a leur role dans l'infection (les antigenes O des lipopolysaccharides des
bactéries Gram-négatives, comme facteurs de virulence ou l'adhésion), ils sont aussi utiles
dans l'industrie et peuvent concurrencer d'autres polysaccharides végétaux et algaires, ainsi

que des produits synthétiques (Sutherland, 1998).

2.1. Historique

Généralement, les polysaccharides microbiens sont présents sous forme de polysaccharides
extracellulaires associés a la surface, a laquelle ils se lient de maniére covalente, sous forme
de capsules, et sont désignés exopolysaccharides capsulaires (CPS), ou sont sécrétés dans
I'environnement sous forme de slime, et sont appelés exopolysaccharides mucilagineux (EPS)

(Sutherland, 1998) . Les CPSs sont visibles au microscope, alors que les EPSs conduisent
a une viscosité du milieu. Cest au début des années 1950 que la production
d'exopolysaccharides microbiens a commencé, suite a la découverte de la gomme de
xanthane, produite par Xanthomonas campestris. Le xanthane reste l'exopolysaccharide
microbien dont la capacité de production est la plus élevée au monde et sert en quelque sorte
de modele pour les nouveaux et les autres polysaccharides ( (Schmid et al., 2019 ; Selvi et
al., 2019). Outre le xanthane, d'autres exemples d’EPSs microbiens revétent un intérét
industriel, tels que les dextrans de Leuconostoc mesenteroides, le gellane produit par

Sphingomonas paucimobilis (Non reconnu comme GRAS) (De Vuyst et al., 1999).
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Tableau 2-1 Les principaux microorganismes producteurs d’EPSs (Vijayendra, 2015)

Exopolysaccharides Des Bacteries Lactiques

Microorganismes

Exopolysaccharides

Acetobacter xylinum

Acetane/cellulose

Agrobacterium tumefaciens

Succinoglucane

Alcaligenes faecalis Curdlane
Icaligenes faecalis /
9 Welane
Sphingomonas sp.
Azotobacter vinelandii Alginate
Aureobasidium pullulans Pullulane
Epicoccum nigrum Epiglucane
Grifola frondosa Grifolane
Lactobacillus frumenti Fructane
Lactobacillus reuteri Mutane/reuterane
Lactobacillus
. ] Levane
sanfranciscensis
Bactéries lactiques et levures Kefirane
Pseudomonas aeruginosa / .
. Lentinane
Lentinula edodes
Leuconostoc mesenteroides Dextrane

Pestalotia

Pestolotane

Saccharomyces sp.

Glucane de levure

Saccharomyces cerevisiae

Zymosane

Schizophyllum commune

Schizophyllane

Sclerotium glucanicum

Scleroglucane

Sphingomonas elodea Gellane
Trametes versicolor Krestine
Weissella confusa Inuline et fructane
Xanthomonas campestris Xanthane
Zymomonas mobilis Levane

Les EPSs microbiens offrent une alternative aux autres bio-épaississants, de propriétés

physiques ou écologiques parfois insuffisantes mais dont la production et la
commercialisation restent nettement moins codteuses (Sutherland, 1998).

Les bactéries lactiques starters sont impliquées dans de multiples productions
alimentaires, principalement, celle d’acide lactique, d’ar6mes, d'enzymes protéolytiques et de
composés bioactifs, dont I’acide y-aminobutyrique (GABA), les bactériocines, et les
exopolysaccharides (EPS) (Chen et al., 2019). Les espéces lactiques productrices d’EPSs,

offrent des applications utiles dans le secteur alimentaire, pharmaceutique et de la chimie
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(Mende et al., 2020). En effet, depuis quelques temps, les EPSs provenant des BALs font
I'objet d'un intérét croissant grace au statut GRAS et a leurs propriétés technologiques et
physiologiques. Ces biopolymeres contribuent a améliorer la rhéologie des aliments fermentés
(viscosité et élasticitt) comme agents bio-épaississants, émulsifiants, gélifiants et
stabilisateurs physiques permettant de lier I'eau et limiter la synérése, exemple des yaourts et
les laits fermentés (Figure 2-1) ( (Ruas-Madiedo et al., 2009). Ils peuvent en outre assurer
une protection des cellules contre les phages, la dessiccation et le stress osmotique
(Sutherland, 1998 ; Ruas-Madiedo et al., 2002), et jouent un réle dans 1’adhésion aux
surfaces solides et la formation de biofilms, ainsi que dans la reconnaissance cellulaire (par

exemple par liaison a une lectine) (De Vuyst et al., 1999). Actuellement, seul le dextrane

provenant de Weissella et Leuconostoc spp est commercialisé (Mende et al., 2020).

A EPS+

Filament

"épaississant "

C EPS+ EPS-

Synérese

Figure 2-1 Produit laitier fermenté avec une souche productrice d'EPS (EPS+) de

Lactococcus lactis subsp. cremoris.

(A) Augmentation de la viscosité et formation d'un filament " Epaississant ". (B) Texture lisse dans le produit
contenant la souche EPS+ comparée a une rugosité dans le produit fermenté avec une souche non productrice
d'EPS (EPS-). (C) La synérese (libération du lactosérum) dans le produit laitier fermenté avec la souche EPS- par

opposition a I'absence de libération du lactosérum dans le produit EPS+ (Ruas-Madiedo et al., 2009).
2.2. Classification des EPSs

Conformément a leur composition chimique, les EPSs des BALS peuvent étre réparti en deux
catégories principales:
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(i) les homopolysaccharides (HoPS) composés d'un type de monosaccharide (D-
glucopyranose ou D-fructofuranose), désignés respectivement comme glucanes et fructanes.
La majorité de ces homopolysaccharides présentent une caractéristique commune: étre
synthétisés par des glycansucrases extracellulaires utilisant le saccharose comme donneur de
glycosyles (fructose ou glucose) (Monsan et al., 2001).

(ii) les hétéropolysaccharides (HePS) composés d’unité répétitive, qui sont ramifiées
(aux positions C2, C3, C4 ou C6) ou non ramifiées, et qui renferment de trois a huit
monosaccharides, dérivés de monosaccharides ou monosaccharides substitués (De Vuyst et al.
, 2001 ; Farnworth et al., 2006). Cette catégorie d’EPSs est habituellement produite par des
BALs présentant un profil mésophile et thermophile, tel que comme les mésophiles
Lactococcus lactis subsp.lactis et cremoris, Lactobacillus casei, Lactobacillus rhamnosus et
les thermophiles Lactobacillus acidophilus,Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus, et
Streptococcus thermophilus (Chen et al., 2018). Le tableau ci-dessous regroupe des especes
de BALs, bifidobactéries et propionibactériesprésentes dans les aliments, productrices
d’homo-polysaccharides (HoPS) et d’hétéro-polysaccharides (HePS).

Tableau 2-2 Espéces de BALSs, bifidobactéries et propionibactéries présentes dans les
aliments, produisant des homo-polysaccharides (HoPS) et des hétéro-polysaccharides
(HePS) (Ruas-Madiedo et al., 2009).

Genre Espéce
HoPSs
L euconostoc Lb. reuteri, Lb. sakei, Lb. fermentum, Lb. plantarum
weissella Leu. mesenteroides subp. dextranicum, Leu. citreum
W. cibaria
B-glucane Lactobacillus Lb. diolivorans
Oenococcus :
Pediococcus . o el
Pediococcus P. parvulus, P. damnosus
Fructane LR Lb. acidophilus, Lb. panis, Lb. plantarum,
Lb. reuteri, Lb. sanfranciscensis
EUEINTS 0T Leu. mesenteroides
Polycalactane Lactococcus Lc. lactis subsp. lactis
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HePSs Lactococcus Lc. lactis subsp. cremoris

Lactobacillus Lb. acidophilus
Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus
Lb. curvatus
Lb. helveticus
Lb. paracasei
Lb. rhamnosus
Lb. sakei
Lb. sanfranciscensis

Streptococcus S. macedonius
S. thermophilus

Bifodobactéries B. lactis
B. longum
Propionibactéries Pr. acidipropionici

Pr. freudenreichii subsp. shermanii

La masse moléculairedes EPSs des BALS se situe approximativement entre 4,0 x 10*
et 6,0 x 10° Da, cette valeur constitue un des facteurs affectant ses caractéristiques de
transformation (Cerning et al., 1992). En général, les EPSs des BALs ont une masse molaire
et un rayon de giration (Rg) variables, suivant les souches et le type de polymére. Pour les
HoPS, les valeurs de masse molaire rapportées dans la littérature se situent entre 2,7x10° et
2,2x10" Da pour les souches de Streptococcus mutans, et entre 1,5x10° et 3,5%x10° Da pour les
souches de Lb. reuteri. Les HePS étant genéralement plus petits, les masses molaires sont
comprises entre 4,0x10* et 9,0x10° Da pour les souches de S. thermophilus, entre 1x10° et
2x10° Da pour les souches de Lc. lactis spp.cremoris, entre 2,5x10* et 1,4x10° Da pour les
souches de Lb. rhamnosus, et entre 3,5x10° Da pour la souche Bifidobacterium longum BB-79

(Roberts et al., 1995 ; Ruas-Madiedo et al., 2005).

2.3. Biosynthése et génétique des EPSs

Le processus de biosynthése des EPSs se révele complexe et nécessite la mobilisation de

nombreuses enzymes et protéines (Vijayendra, 2015). En effet, les HePSs résultent de la
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polymeérisation de précurseurs d'unités répétitives formées dans le cytoplasme. Ils sont
assemblés a la membrane par ajout successif de sucres nucléotidiques (par exemple, UDP-
glucose, UDP-galactose et dTDP-rhamnose) ou de sucres nucléosidiques diphosphate a des
motifs repétitifs en croissance grace a l'action de glycosyltransférases spécifiques (Ruas-
Madiedo et al., 2009). Le processus entier necessite davantage d'énergie, par rapport a la
synthése des HoPSs, et permet de générer généralement moins de 2 g/ L. Les étapes de
synthése des HePSs sont les suivantes: (I) formation de sucres nucléotidiques activés
(précurseurs) issus du métabolisme du carbone central, (11) formation et libération d'unités
répétitives associées a la membrane cellulaire, et (111) polymérisation subsequente de I'HePS
et transfert a I'extérieur de la cellule (Mende et al., 2020). Les HePSs sont constitués par un
ensemble de sous-unités répétées, soit linéaires, soit ramifiées, ayant une masse moléculaire
variable (jusqu'a 10° Da). Chaque sous-unité est susceptible ainsi de contenir de trois & huit
monosaccharides distincts (sous la forme de 1'anomére a- ou ) avec fréquemment plusieurs
types de liaisons possibles. En effet, le D-glucose, le D-galactose et le L-rhamnose restent les
plus courants. Mais parfois, la N-acétylglucosamine, le mannose, le fructose, I'acide
glucuronique et les substituts non glucidiques (phosphate, acétyle et glycérol) y sont aussi
présents (De Vuyst et al., 1999 ; Werning et al., 2012 ; Hutkins, 2019).

En outre, un design génétique complexe est impliqué dans la biosynthése des HePSs,
conjuguant des étapes intra et extracellulaires, ainsi que diverses enzymes intervenant dans la
biosynthese des unités répétitives, la sécrétion et la polymérisation (Jolly et al., 2001 ; Ruas-
Madiedo et al., 2009).

La production des EPSs est codée par des genes en clusters, ayant une structure
particuliere, avec des fonctions de régulation et de transport, souvent localisés sur les
plasmides des BALs mésophiles et sur les chromosomes des BALs thermophiles (Figure2-2)
(Ruas-Madiedo et al., 2009 ; Hutkins, 2019). La localisation plasmidique de tels génes,
comme c’est le cas pour L. lactis subsp. lactis, justifie le caractere moins stable caractérisant
la production des EPSs. En effet, il se produit habituellement un transfert de plasmides entre
les cellules bactériennes par conjugaison, et insertion de séquences dans le chromosome. Il en
résulte que la faculté en matiere de production d'EPS risque de se perdre. Dans le cas de la
plupart des BALs thermophiles (par exemple, S. thermophilus), le codage chromosomique des
génes d’EPS assure une production plus réguliére. Les chromosomes bactériens concernés

codent en outre pour la plupart plus d'une voie de biosynthése des polysaccharides, ce qui fait
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que I’EPS est susceptible de varier, et dépend de certains parametres tels que les conditions de
culture (source de carbone ou d'azote, pH, température, etc.) (Mende et al., 2020).

Ces genes sont organises en eps clusters, dont le l'organisation structurelle est
hautement préservée (Ruas-Madiedo et al., 2009). En général, les clusters de génes d'HePS
comprennent quatre zones : dont la premiere porte des génes régulateurs, la seconde codant
pour les protéines intervenant dans la polymérisation et la détermination de la longueur de la
chaine, la troisiéme portant les genes codant pour les GTFs (glycosyltransferases) requis
expressement pour lI'assemblage du motif répétitif ; quant a la quatrieme région, elle inclut les

genes engagés dans le transport et la polymérisation (Hutkins, 2019)

FEOD epsA B CcC D E F 1083 M 1075 1074 (o] 1072 1071 1069 X

DDID@D@DG‘C‘D’ =

S. thermophilus CNRZ1066 (17,128 bp)

eoD epsA E 1066 F G H K L 1058 U 1056 1055 1054 10521051 X

DD DDD@D‘ D, ) ) D

S thermophilus LMD-9 (21,047 bp)

reoD epsA B C D E 11072 3 4 1101 15 9 10 11 12 13 4 15 K 1087 1086 1075 1069
S. thermophilus LMG 18311 (29,076 bp) 1102 1093 1090 1088 1071

leoD epsA B C D E 1863 1864 1865 1866 1867 1868 1869 1870 1871 1872 1873 1874 1875 1876 1877 1878 1879 1880
S. salivarius SK126 (23,711 bp)

Protéine hypothétique de fonction
B Reoulation [] upP-galactopyranose mutase [_] i i :
Détermination de la longueur de Ia Polymérisation Hydrolase de la superfamille des haloacide
chaine et exportation = v - ¥ P
D Glycosyltransferase D Translocation membranaire - Mutase phosphoglycerate présumée
- Acétyltransférase présumée - Transposase D Geéne tronqué

- Pyruvyltransférase présumée

Figure 2-2 Comparaison du groupe de genes eps entre trois souches de Streptococcus
thermophilus, la similarité avec Streptococcus salivarius est également montrée (
Hutkins, 2019)

La synthese des HoPSs a lieu a I'extérieur de la cellule par le biais d'enzymes appelées
glycansucrases utilisant le saccharose en tant que substrat specifique pour le don de glycosyle
(Fru ou Glc). Toutefois, cette catégorie de polysaccharides ne comprend qu’un seul type de
monosaccharide, le fructose ou le glucose, soit respectivement les fructanes et les glucanes
(Monsan et al., 2001). En effet, les HOPSs comprennent quatre sous-groupes, a savoir (a) :
a-D-glucanes (ex : dextranes), b) : B-D-glucanes, c) : les fructanes (levanes), d) : autres,

comme les polygalactanes, qui sont composes d'unités répétitives structurellement identiques
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avec des liaisons glycosidiques différentes (Figure 2-4) (De Vuyst et al., 1999 ; Werning et
al., 2012).

En outre, la biosynthése des glucanes et des fructanes fait intervenir des enzymes
appelées respectivement glucosyltransférases (GTF) et fructosyltransférases (FTF). Par le
biais des FTF ou des GTF, la métabolisation du saccharose sert non seulement a la formation
de ’EPS, mais a aussi une incidence sur I'équilibre redox intracellulaire et la production
d'énergie. La figure 2-3 résume les principales réactions mises en jeu dans ces voies

métaboliques.

Sucrose

g LN
GOS, Giucane, Fructose Fructose, Fructanc. FOS

¥
Glucose

G-6-P

| NAD D',-'" NAD =
N— NADH <[> NaDH —

Mannitol CO, « Mannitol

/ \ NADH NAD

Glyceraldehyde-3-P Acetyl-P
l ADP

ATP
Lactate Acetate

Figure 2-3 Métabolisation du saccharose via GTF et FTS

Les HoPSs sont habituellement de hauts poids moléculaires (jusqua 10’ Da),
présentant divers degrés et types de ramification, sites de liaison et longueurs de chaine. Sur la
base de leur structure, il est possible de répartir les fructanes en deux groupes : (i) les inulines
(liées en B-2,1) et (ii) les levanes (liees en B-2,6), les deux étant synthétises par diverses
especes des genres Leuconostoc, Lactobacillus, Streptococcus et Weissella (Werning et

al., 2012).
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Figure 2-4 Représentation schématique des unités répétitives de : dextrane,
mutane, alternane, glucane et reuterane (Korakli et al., 2006).

2.4. Rendement en EPS produit par les BALs

La production totale des EPS issue des BALs est fonction de plusieurs facteurs : la
composition du milieu de culture (sources de carbone et d'azote et autres nutriments), les
conditions de croissance (pH, température, concentration d'oxygéne, etc.) et la durée
d'incubation (De Vuyst et al, 1999 ; Ruas-Madiedo et al., 2009). Par ailleurs, a cause de la
multiplicité des moyens de quantification disponibles, les rendements typiques en EPSs sont
difficilement déterminables pour des espéces spécifiques de BALs (Cerning et al., 1992).

Les BALs produisent généralement des quantités élevées d’HoPs, dont la teneur peut
atteindre 10 g par litre pour certaines souches comme Lactobacillus reuteri LB121.En
revanche, les HePSs issus des BALS et des bifidobactéries sont générés a des taux plus faibles
pouvant aller de 25 a 600 mg par litre, dépendant de la souche (Ruas-Madiedo et al., 2009).

Les quantités d'EPS produit par certaines souches lactiques d’intérét industriel sont les
suivants. 50-350 mg/L pour Streptococcus thermophilus, 80-600 mg/L pour Lactococcus
lactis subsp.cremoris, 60-150 mg/L pour Lactobacillus delbrueckii subsp.bulgaricus, 50-60
mg/l pour Lactobacillus casei, 140 mg/L pour L. plantarum, plus de 200 mg/L pour
Bifidobacterium bifidum WBINO3 et certains Lactobacillus spp, 196 mg/L pour
Lactobacillus mucosae DPC 6426, 304 mg/L pour L. plantarum BC-25, 68,69 mg/L pour

Lactobacillus sicerae, 37.98 mg/L pour Lactobacillus collinoides, et 737 mg/L pour L.
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rhamnosus. Par ailleurs, le rendement le plus élevé en HePS a été enregistré pour L.
plantarum BR2, 2775 mg/L pour L. rhamnosus RW-9595M, et 2200-2500 mg/L pour
L.kefiranofaciens (Harutoshi, 2020).

2.5. Exploitation des EPSs des bactéries lactiques : Effet prébiotique

La recherche s'est récemment penchée sur le potentiel des EPSs isolés et purifiés pour
renforcer les attributs techno-fonctionnels des aliments, grace a leur effet viscosifiant, et leur
forte capacité a lier I'eau (Mende et al., 2020). Les EPSs générés par les BALs sont utilisés
comme additifs alimentaires, en tant que texturants. On leur attribue en outre de nombreux
bienfaits pour la santé des humains et des animaux, dont I'effet immunomodulateur, antiviral,
antioxydant et antihypertenseur, et antitumoral (Patel et al., 2012 ; Harutoshi, 2020).

Les fibres alimentaires constituent un ingrédient non digestible des plantes, des fruits
et des herbes marines. Leur avantage reconnu pour la santé consiste a prévenir ou a soulager
la constipation. Par ailleurs, elles peuvent constituer une véritable source d'énergie pour la
microflore intestinale (Crociani et al., 1994). Les fibres alimentaires comprennent
principalement des EPSs. En effet, plusieurs oligosaccharides sont considérés comme des
prébiotiques (Rabiu et al., 2001), stimulant sélectivement la croissance et l'activité de
certaines espéces bactériennes dans le colon, telles que les bifidobactéries et les lactobacilles,
et par conséquent, contribuent a préserver la santé de I'hdte (Rabiu et al., 2001 ;
Harutoshi, 2013).

A titre d'exemple, il a été démontré que a- Le D-glucane, élaboré par L. plantarum,
s'est révéle résistant lors de son passage dans le tube digestif et a stimulé la croissance de
Bifidobacterium infantis et de L. acidophilus, tandis que les Enterobacteriaceae non
probiotiques ont été inhibées. D’autres part, pour certains EPSs des BALs (P. parvulus, L.
plantarum, Enterococcus faecium), un effet anticholestérol a été a rapporté. En supposant que
cette réduction est due a I'¢limination de la bile et I'assimilation ou la conversion du
cholestérol par liaison directe ou la promotion de la production d'acides gras (Mende et
al., 2020).

La production optimale d'exopolysaccharides microbiens échappe évidemment a toute
regle générale. Cela dépend fortement de la souche productrice ainsi que des particularités
physico-chimiques du polysaccharide en question. Toutefois, le caractére pathogene de
certaines souches productrices d’EPSs extrémement intéressant dans un cadre technique, les

rend impropres a la production industrielle. Aussi, le manque de méthodes d'analyse définies
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et standard pour les produits finaux et la comparaison de souches de production specifiques
reste un inconvénient de taille dans le cadre de la recherche sur les exopolysaccharides. Par
conséquent, il est recommandé d’établir une optimisation du protocole de production, de
purification et d'analyse des EPSs en vue d'obtenir des résultats comparables.

La configuration et la composition des EPSs des bactéries lactiques varient souvent,
conférant ainsi aux produits santé des qualités fonctionnelles exceptionnelles. Toutefois,
comme ces bactéries sont peu productrices d’EPS, leur application est limitée aux additifs de
qualité alimentaire. Par consequent, des parametres de fermentation contr6lés, combinés a un

suivi métabolique et génétique de leur synthese, sont susceptibles de contribuer a améliorer

leur rendement (Liu et al., 2018).
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Chapitre 03 : Technologie D’immobilisation Et Notion De Biofilm

Le secteur alimentaire est tributaire en permanence d'un processus d'innovation, lequel est
entretenu par la collaboration des scientifiques, des ingénieurs, des entrepreneurs et des
consommateurs. Le développement de la technologie d’immobilisation représente un
excellent exemple de succés (Kosseva, 2011) , il s’agit d’un champ captivant de l'industrie
alimentaire ayant évolué et progressé rapidement ces dix derniéres années (Mitropoulou et
al., 2013). Cette approche est utilisée avec efficacité dans divers processus biotechnologiques
de fermentation, notamment dans l'industrie laitiere (Heidebach, 2010). Ainsi la technologie
d'immobilisation des probiotiques a pour application thérapeutique la plus excellente, la
diffusion maitrisée et continue de cellules dans l'intestin. Ce qui permet de maintenir une
viabilité cellulaire accrue malgré l'acidité de 1'estomac, et d’apportent un bénéfice pour la

santé de I'néte, étant donné que les cellules sont viables (Mitropoulou et al. , 2013).

3.1. Définition du terme immobilisation

Par immobilisation cellulaire, on entend " la fixation physique ou un confinement de cellules
intactes dans un espace déterminé tout en préservant la méme activité catalytique souhaitée "
(Gallo et al., 2016). D’apres Sikyta (1995), la biotechnologie d'immobilisation peut étre
définie comme "la fixation ou I'immobilisation de molécules biologiquement actives
(enzymes, antigénes, anticorps, antibiotiques, etc.) ou de cellules dans une phase séparée
permettant un échange avec la phase principale qui contient le (s) substrat (s) et produit (s)
disperses ou dissous. Selon Bergmaier (2002), I'immobilisation est appliquée pour maintenir
les cellules microbiennes dans un systeme de fermentation et atteindre des fortes densités de

biomasse.

3.2. Techniques d’immobilisation

Etant donné que de nombreux procédés biotechnologiques sont avantageusement favorisés
grace aux technigues d'immobilisation, bon nombre de méthodes et de supports sont proposés.
Toutefois, il n'existe pas de méthode idéale, mais chacune présente des inconvénients et des
avantages spécifiques, par conséquent il convient de trouver une procédure d'immobilisation
simple et peu colteuse (Kosseva, 2011 ; Gallo et al., 2016).

Les techniques d'immobilisation ressemblent au modéle naturel ; en réalité, la plupart
des microorganismes sont aptes a adhérer et a survivre sur diverses surfaces, et les cellules qui
s'y trouvent peuvent donc se développer. En fonction du mécanisme physique mis en ceuvre,

les méthodes d'immobilisation peuvent étre catégorisees en quatre (Figure 3-1).
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e Fixation ou adsorption sur des supports solides par adsorption physique due a des
forces électrostatiques ou par liaisons covalentes entre la membrane cellulaire et le
support.

e Auto-agrégation par floculation (naturelle) ou avec des agents de liaison artificiels.

e Piégeage dans une matrice poreuse dd a la pénétration des cellules jusqu'a ce que leur
mobilité soit entravée par la présence d'autres cellules ou a la formation de matiere
poreuse in situ dans une culture cellulaire.

e Un confinement mécanique derriere une barriére qui peut étre soit une membrane
microporeuse, soit une microcapsule. La micro-encapsulation est appliquée depuis
1993 comme une alternative au piégeage, étant donné qu'elle présente lI'avantage que
les substances actives ne se fixent pas a la matrice et que le taux de libération est

supeérieur (Kosseva, 2011 ; Mitropoulou et al., 2013).
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3. Coagrégation 4. Confinement mécanique derriére une barriére

Figure 3-1 Meéthodes d'immobilisation (Mitropoulou et al., 2013)

Considérant leur innocuité et leur utilisation industrielle potentielle, de nombreuses
recherches investissent dans I'amélioration des attributs fonctionnels et technologiques des
bactéries lactiques et des probiotique (Adhikari et al., 2000 ; Bergmaier, 2002 ; Kourkoutas
et al.,2005; Aslim et al.,, 2009 ; Heidebach, 2010). Par ailleurs, contrairement a une
application technique de lI'immobilisation, la pratique dans I'industrie alimentaire est soumise
a certaines exigences de seécurité imposées par des agences gouvernementales telles que

I'Autorité européenne de sécurité des aliments (EFSA) ou la Food and Drug Administration
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(FDA).Ces préoccupations concernent les souches employees, la nature des matrices

porteuses, les produits chimiques utilisés et les procédés de fermentation (Norton et al., 1994).

3.2. Conséquences physiologiques et morphologiques de I'immobilisation

De nombreux facteurs environnementaux peuvent affecter le métabolisme des BALSs, en effet,
des facteurs tels I’oxygene, le pH, l'activité de l'eau et la concentration de glucose
influencaient les schémas des produits de fermentation (Rhee et al., 1980). Toutefois, il existe
certaines disparités dans les résultats expérimentaux, qui découlent en partie des différences
dans les supports appliqués, les espéces bactériennes, les méthodes d'immobilisation ou les
conditions de culture (Zur et al., 2016).

Dans une étude réalisée par De Vries et al. (1970), il a été signalé pour L. caseiun
passage de la voie métabolique de la fermentation homolactique a la fermentation
hétérolactique, quand les cellules étaient cultivées en anaérobie avec une limitation du
substrat. En effet, I'immobilisation est en outre connue pour altérer le métabolisme genéral
des cellules. Ainsi une perte d'activité a été affichée avec des cellules immobilisées. Les
rapports mentionnent habituellement des observations d'un comportement métabolique
imprévu avec des cellules immobilisées, mais ces modifications restent peu interpréter
(Krishnan et al., 2001; Zur et al.,2016). Le tableau ci-aprés énumére certains des

changements physiologiques des cellules aprés immobilisation.
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Tableau 3-1 Effets de I'immobilisation des cellules sur la physiologie cellulaire
(Zhu, 2007)
Réponses physiologiques a I'immobilisation

Croissance cellulaire Une croissance accrue, stable ou réduite

Une augmentation, un maintien ou une diminution de la
consommation de substrat et du rythme de formation des
produits

Augmentation de l'activiteé spécifique des enzymes
extracellulaires ou intracellulaires

Tolérance aux inhibiteurs Tolérance accrue aux composeés toxiques

Composition cellulaire Altération de la composition de la membrane ou de la paroi
cellulaire et modification de la perméabilité de la membrane

Des quantités élevées de glucides de réserve et de
polysaccharides structurels

Géneétique Augmentation de la teneur en ADN et réduction de la teneur
en ARN double brin
Ralentissement de la dégradation de I'ARN total Expression
différente de certains génes liés au stress

Comparée aux systemes employant des microorganismes en suspension, la technologie
des cellules immobilisées se distingue par ses innombrables avantages : usage en continu, plus
haute densité cellulaire, meilleure activité métabolique, rétention des cellules a plasmides,
prévention de [linactivation interfaciale, meilleure productivité, protection contre
I'acidification et les forces de cisaillement dans I'environnement, résistance aux métaux
lourds, aux solvants, au pH et a la température (Ramakrishna et al., 1999 ; Zur et al., 2016 ;
Mitraet al., 2016). Grace a ces avantages attribués a I’immobilisation, divers bioréacteurs ont
été congus dans le but d'optimiser les procédés de fermentation. Le tableau ci-dessous illustre
une comparaison entre la fermentation de cellules libres et celle des cellules immobilisée (Zhu
, 2007).
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Tableau 3-2 Comparaison entre les fermentations de cellules libres et de cellules
immobilisées (Zur et al., 2016)

Cellules immobilisées

Croissance cellulaire

Fermentation plus rapide grace
a la réduction de la phase de
croissance non productive

Densité cellulaire élevée
Concentration élevée de substrat

Production

Productivité cellulaire élevée

Rendement élevé des produits

Concentration élevée du produit
final Amélioration de la
résistance des cellules aux
substrats ou produits inhibiteurs

Mode de fonctionnement discontinu,
continu ou par lots dans un bioréacteur
. immobilisé
Fonctionnement

du processus
P Pas de lavage des cellules en

fermentation continue, méme a un taux
de dilution élevé

Une taille de fermenteur plus petite est
nécessaire en raison de la densité
cellulaire élevée

Conception simplifiée du processus
grace a la séparation des produits et des
cellules

Réutilisation des cellules pendant une
période prolongée en raison de la
régénération des cellules

Stabilité opérationnelle a long terme et
qualité constante des produits

Réduction du risque de contamination
microbienne

Cellules libres

Une fermentation plus lente car la
production nécessite une croissance
cellulaire
Densité cellulaire faible
Faible concentration de substrat pour
éviter I'inhibition
Faible productivité cellulaire

Faible rendement des produits

L'inhibition du produit entraine souvent
une faible concentration du produit final

Fermentation en batch ou en fed-batch
avec un réacteur a cuve agitée

Difficile d'effectuer un processus continu
en raison du lavage des cellules
Un grand fermenteur est nécessaire
Des étapes de séparation et de

concentration efficaces sont nécessaires
dans le traitement en aval

Les cellules ne peuvent pas étre
réutilisées

La qualité des produits varie d'un lot a
l'autre

Plus enclins a la contamination
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3.3. Notion de biofilm

3.3.1. Définition et concept général

Les microorganismes sont principalement rencontrés dans les milieux naturels associés a des
surfaces, créant ainsi des biofilms. Ces derniers font I'objet d'une hétérogénéité génétique et
physiologique (Figure 3-2) et se caractérisent dans la matrice par une altération des
microenvironnements (Zur et al., 2016).

On appelle biofilms les associations de microorganismes qui s'attachent les uns aux
autres sur une surface enserrée dans une matrice extracellulaire autogénérée. Quasiment tous
les microorganismes (99,9 %) ont la compétence de former un biofilm. 1l s’agit d’un
processus complexe, et consiste a transformer les cellules bactériennes de cellules

planctoniques en mode de croissance sessile (Subramani et al., 2019).

Substrats, diffision d'oxystnc a travers la matrice de biofilm

.,

4K

..0.0.0.0 :0.: 'O.o e .. ;
{.2% o METABOLITESs o, ©

Figure 3-2 Substrats et hétérogénéité oxygénique du biofilm (Zur et al., 2016)

Deux phénomeénes d'auto-assemblage sont observables dans les biofilms: l'auto-
assemblage moléculaire et I'auto-assemblage colloidal. Dans le premier cas, on distingue les
associations entre les composants de la matrice et dans le second, la formation du biofilm lui-
méme, durant lequel les cellules se lient aux polysaccharides et aux protéines des substances
polymériques extracellulaires (EPS) et produisent une matiére visqueuse et élastique. Ce sont
ces interactions colloidales, qui sont a l'origine de la morphologie et de la mécanique du
biofilm (Stewart et al., 2015; Zur et al., 2016). La formation d'un biofilm découle de
I'expression de genes spécifiques. 1l s'agit d'une forme de stratégie adaptative permettant aux
especes bactériennes de survivre dans un environnement défavorable tout en instaurant avec

leur hote des interactions antagonistes ou avantageuses (Subramani et al., 2019).
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3.3.2. Etapes de formation de biofilm

Le cycle de vie d'un biofilm se déroule en trois étapes principales, la fixation initiale des
bactéries a une surface solide, la formation de micro-colonies a la surface et la différenciation

de ces micro-colonies en biofilms matures encapsulés dans des exopolysaccharides (Cloete et

al., 2009 ; Piard et al., 2015).

1 \")'n/,

-

L S
"
wy

TR
-
3\‘:-1 LS,

> > . >

| I i
Figure 3-3 Cycle de vie d'un biofilm(i) I'adhésion bactérienne, (ii) la maturation du

biofilm par la biosynthése de la matrice et la prolifération cellulaire, (iii) le déclin du
biofilm et la dispersion cellulaire (Piard et al., 2015).

La formation de biofilms peut se faire sur une grande variété de supports biotiques ou
abiotiques. Ce mode de vie constitue pour les cellules microbiennes un refuge qui leur permet
de mieux se protéger a la fois contre les environnements hostiles et les fluctuations du milieu,
comme les variations de pH ou d'oxygene, la présence de biocides ou d'antibiotiques et la
réaction de I'h6te dans le cas des biofilms biotiques. Ainsi, il a été estimé que les bactéries
sessiles présentes dans les biofilms peuvent tolérer des concentrations de biocides 1000 fois
plus élevées que leurs contreparties planctoniques (Zur et al., 2016). Un biofilm se compose
majoritairement d'eau (80-90%), de substances polymériques extracellulaires (EPS) qui
apportent 85-98% de la matiere organique, les microorganismes, les particules organiques et
inorganiques piégeées, les substances adsorbées au EPS, les particules et les substances
dissoutes dans I'eau interstitielle (Cloete et al., 2009).

Les communautés microbiennes, intra et inter-espéces, peuvent communiquer entre
elles lors de la formation d'un biofilm via un mécanisme vital appelé ""Quorum Sensing
(QS)™, il s’agit d’un processus de signalisation intercellulaire ou de communication entre
cellules, par le biais de molécules de signalisation extracellulaires, que Il'on appelle
communément autoinducteurs (Als). Les micro-organismes générent une vaste gamme de
molécules de signalisation (auto-identifiées) de maniere dépendante de la concentration afin
d'induire ou de supprimer I'expression des genescontr6lés par le QS (Figure 3-4) (Subramani
etal., 2019).
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Figure 3-4 (A) Mécanisme général du quorum sensing lors de la formation d'un biofilm,
(B) Processus de développement du biofilm (Subramani et al., 2019)

3.3.3. Applications et problémes liés au biofilm

Les biofilms posent un probléme de taille dans différentes industries. En industrie laitiére par
exemple, ils sont désormais reconnus en tant que sources de contamination par des bactéries
d'altération ou des microorganismes pathogénes, réduisant ainsi, la salubrité, la stabilité, et la
valeur des produits (Bremer et al., 2015).

Toutefois, les biofilms peuvent étre a la fois bénéfiques et néfastes. En effet, on
distingue trois caractéristiques des biofilms susceptibles d'affecter les processus industriels :
celles qui sont physiques (structurelles), chimiques (métaboliques) et biologiques (vivantes),
ainsi, I’industrie peut tirer profit des biofilms en exploitant leurs activités métaboliques
(Cloete et al., 2009).

Un des aspects positifs des biofilms consiste en leur implication dans le traitement des
eaux usées. En effet, les particules solides en suspension dans les eaux usées se colonisent

rapidement par des biofilms bactériens avant de se décomposer (Cloete et al., 2009 ;
Robertson et al., 2015). Cette stratégie se révele également pratique pour traiter les eaux usées

issues d'installations et d'usines de transformation des aliments (Robertson et al., 2015). Cette
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approche semble avoir de faible co(t d'exploitation, avec une manipulation aisée, et

relativement moins d'effets néfastes sur I'environnement (Sehar et al., 2016).

3.4. Description de I’approche utilisée : la technologie des ultrasons

Depuis quelques temps, plusieurs tentatives ont été congues par les industriels afin de réduire
le temps de transformation des produits alimentaires et prolonger leur durée de conservation.
En effet, les techniques conventionnelles appliquées avaient pour effet la diminutiondes
teneurs en nutriments et de leur biodisponibilité, en induisant des changements physiques et
chimiques, ce qui minimise l'acceptabilité des propriétés organoleptiques. Par conséquent, des
méthodes de transformation non conventionnelles ont été concues dans l'industrie alimentaire
en vue de maintenir les caractéristiques sensorielles, les nutriments et les composés bioactifs

(Al Khawli et al., 2021), L’ultrason constitue une des techniques innovantes et alternatives.

Cette technologie est fondée sur I'application d'ondes mécaniques dont les fréquences
sont supérieures a celles de l'audition humaine, allant de 20 kHz a 10 MHz et peuvent étre
classées en deux plages de fréquences : ultrasons de faible intensité (hautes fréquences entre
100 kHz et 1 MHz), et ultrasons de haute intensité (basses fréquences entre 20 et 100 kHz)
(Leadley et al., 2006 ; Al Khawli et al., 2021). En effet, les faibles fréquences visent a
moduler les propriétés physiques et chimiques des aliments en provoquant une pression, un
cisaillement et une différence de température dans le milieu, susceptibles de produire des

cavitations permettant d'extraire des composés bioactifs (Figure 3-5) (Agregan et al., 2018 ;

Al Khawli et al., 2021).

55



Chapitre 03 : Technologie D’immobilisation Et Notion De Biofilm

R A A A A
1\ \ o\ \

A Zone de compression

’ Zone de décompression
C i X Moo st 5000 K
Implosion d'une bulle de cavitation Q 51:0 Mpa

150 4— ® O
1004 @
so | _©
| | | | |
100 200 300 400 500

Figure 3-5 Effet mécanique des ultrasons ** Cavitation™ (Al Khawli et al., 2021)

Dans cette étude, 1’ultrason a faible fréquence (35 kHz) a été appliqué comme stratégie
d’immobilisation dans le but de renforcer la productivité des EPSs, et d’améliorer certaines
performances des bactéries lactiques. On suppose que 1’exposition a une action mécanique
telle que le traitement par sonication douce peut modifier la perméabilité des cellules sans les
endommager, d’autre part, elle peut engendrer des cassures partielles au niveau du
peptidoglycane, par conséquent, les protéines ancrées a la paroi et impliquées lors des
phénoménes d’adhésion (adhésines), seront plus disponibles.
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4.1. Objectif de recherche

La présente étude visait a developper et optimiser une technologie d’immobilisation
permettant d’améliorer la productivité en EPS de deux bactéries lactiques a intérét
technologique, S.thermophilus et E. durans.
Pour atteindre cet objectif, les étapes ci-dessous étaient importantes :
v' Evaluation du potentiel probiotique des souches lactiques, S. thermophilus CNRZ447,
et Enteroccus durans isolée d’un produit fermenté local (Hamoum) ;
v" Immobilisation des cellules bactériennes et optimisation des conditions liées a la
sonication (Durée);
v/ Optimisation des paramétres physicochimiques aboutissant a une production
maximale en EPSs ;
v Evaluation de I’effet de I’immobilisation sur quelques paramétres liés a 1’adhésion,
tels I’agrégation, rendement en EPS et la propension en biofilm ;
v' Identification chromatographique del’EPS produit
4.2. Lieu du travail
La recherche expérimentale a été majoritairement réalisée en alternance dans le
laboratoire de recherche "Bioconversion, Génie Microbiologique, et Sécurité
Sanitaire” (BGMSS) de la Faculté des Sciences de la Nature et de la Vie de
I’'université de Mascara et les laboratoires de Biochimie et de Microbiologie de la
Faculte des Sciences de la Nature et de la Vie de 1"université de Tiaret.

L’identification de la souche bactérienne isolée, a été faite au niveau du Centre
de Recherche Scientifique et Technique en Analyses Physico-chimiques (CRPC) a
Bou Ismail de Tipaza. L’analyse chromatographique du polymére produit a été
menée dans le centre de recherche de I’université de Trakya, Edirne-Turquie.

4.3. Matériels biologiques

4.3.1. Souches lactiques

Les souches de bactéries lactiques utilisées dans la présente étude ont été choisi vue leur
intérét technologique potentiel, en particulier en industrie alimentaire. La souche starter de
référence S. thermophilus CNRZ 447 a été obtenue de la collecte des micro-organismes du
Centre National de Recherches Zootechniques INRA "Rennes-France". La deuxiéme souche
lactique, E. durans a été isolée d’un produit fermenté de consommation locale, connu sous le

nom Hamoum.
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Pour évaluer la pureté de la souche S. thermophilus CNRZ 447, une culture a été
réalisée sur gélose M17, en aérobiose a 42 °C. Avant chaque test une culture jeune d’une nuit
a été préparée. Les colonies ont été prélevées a l'aide d'une pipette Pasteur et mises en
suspension dans de l'eau physiologique stérile a une densité optique (DO) de 0,11
(Correspond & 10® UFC/mL) & une longueur d'onde de 578 nm (BIOCHROM Libra S6).

Quant a la seconde souche utilisée dans cette étude, elle a été isolée parmi de
nombreuses especes bactériennes et levuriennes du Hammou, selon les étapes décrites et
publiées dans un travail antérieur (Drabo et al., 2019). Brievement :

= Un échantillon de blé dur (Hammoum) a été collecté et débarrassé de tous corps
étrangers (sable, cailloux, insecte..),

= 10g de cet échantillon ont été mis en suspension, dans 90mL d’eau distillée stérile

» Le mélange a été laissé 30 min puis secoué vigoureusement,

= 0.1 mL de la dilution 10° a été ensemencé sur gélose MRS et M17,

= Plusieurs repiquages ont été réalisés sur milieu sélectif (M17), pour confirmer
I’appartenance de I’espece au genre suspect,

= La souche a été phénotypiquement identifiée, a travers 1’observation macroscopique
des colonies, et I’observation microscopique apres coloration. Les différents tests
biochimiques (Catalase, oxydase, LDH, ODC, ADH, ONPG...) ont été réalisés

suivant les procédures décrites par Cowan (2004).

4.3.2. Souches pathogenes
Les souches pathogenes testées dans la présente étude, sont Staphylococcus aureus (ATCC
25923) et Escherichia coli (ATCC 25922), fournies par le laboratoire de recherche
"Amelioration et Valorisation des Productions Animales Locales" de I’institut des Sciences
Vétérinaires, Université IBN Khaldoun de Tiaret. Des cultures jeunes ont été réalisées dans
les milieux appropriés, et les inocula ont été préparés par la suite.

4.3.3. Identification MS-MALDI-TOF
L’isolement sur milieux sélectifs des BALs (MRS, M17), a conduit & deux espéces
bactériennes, présentant des caracteres biochimiques et microscopiques communs, aboutissant
donc a un assortiment faible. Ces derniéres ont été identifiées sur la base de leurs spectres
protéomiques par Spectrométrie de Masse, - Désorption lonisation Laser Assistée par Matrice
- Temps De Vol (MS-MALDI-TOF) (Pavlovic et al., 2013). Les aliquotes des isolats ont été
réalisés sur la gelose sélective MRS et M17 et ont été envoyés sous glaciere au Centre de
Recherche Scientifique et Technique en Analyses Physico-chimiques (CRAPC-Algérie).

L’identification a été réalisée en utilisant le logiciel MALDI Biotyper.
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4.4. Méthode
Les démarches expérimentales sont illustrées dans la figure 4-1.

Aliment fermenté

"Hamoum"
Isolement de
bactéries lactiques
Streptococcus thermophilus
CNRZ 447 Enterococcus durans ||
Sélection
phénotypique de
Préparation et conservation des aliquotes I’espece EPS+
Préparation des cultures jeunes et standardisation sur 1’échelle Identification par
0.5 Mac Farland MALDI TOF

y

Caractérisation des souches lactiques

|
v L

Résistance au pH Effet antagoniste |

Antibiorésistance

Résistance aux sels biliaures

Résistance aux conditions similaires au suc gastrique Auto agrégation

Thermotolérance | Adhérance aux solvants

Immobilisation des souches lactiques par traitement aux Us douces
a différents temps 5/10/15/30/45/65 min

Effet sur la viabilité Effet les propriétés adhésives

Optimisation des conditions de production par des Agréaation/ Hvdrophobicité
cellules immobilisées : Milieu / inoculum/ C/N/ { grégation/ Hydrophobicite

pH/ T°/durée/ agitation

Biofilm 5/10/15/30/45/65 min

Production et caractérisation HPLC de
I’EPS

Figure 4-1 Démarche expérimentale
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4.5. Caractérisation des souches lactiques : Evaluation du potentiel
probiotique

L’usage des bactéries lactiques probiotiques n’est pas seulement limité a 1’amélioration des
propriétés sensorielles des aliments, mais elles sont également impliquées dans diverses
applications, telles que les aliments fonctionnels, les vaccins et les préparations
pharmaceutiques, ce qui impose la sélection des BALSs robustes (Franz et al., 2011). En effet,
pour étre considérées comme probiotiques, les bactéries doivent survivre pendant les
processus de transformation et de production des aliments (par exemple, résister au froid et a
la chaleur) et préserver leur viabilité apres avoir atteint le tractus gastro-intestinal (résister aux
conditions acides et aux sels biliaires) afin que leur effet thérapeutique se répercute sur I'héte
(Van De Guchte etal., 2002 ; Franz et al., 2011).

Les méthodes habituelles permettant de procéder a la détermination in vitro du
potentiel probiotique incluent notamment la tolérance au faible pH, la tolérance au sel biliaire,

la sensibilité aux antibiotiques, l'activité antimicrobienne et la capacité adhésion (Wedajo,

2015 ; Mulaw et al., 2019).

4.5.1. Survie dans une solution similaire au suc gastrique

La méthode adoptée pour ce test est celle décrite par Charteris et al. (1998), avec quelques
modifications. Une solution similaire au suc gastrique a été fraichement préparée, en
suspendant 0.3% de pepsine dans 0.5% de solution saline stérile, le pH de la solution a été
ensuite ajusté a pH 2 et pH 3, par ajout de solution concentrée d’HCL. Une culture de 18 h a
été centrifugée a 6000g, 20 min, +5 °C, puis lavée 3 fois dans le PBS (0.1 M, pH 7). Le culot
récupéré a été dissout dans 3 mL de la méme solution, ensuite 1 mL de cette suspension a été
recueilli aprés centrifugation a 12000g, pendant 5 min, a +5 C° et est ensuite additionné a une
solution similaire au suc gastrique a pH 2 et pH 3. La DO a été déeterminée a 575 nm avant et
apres incubation pendant 3 h a +37 °C.

4.5.2. Tolérance aux sels biliaires

L'étude de la tolérance des deux souches aux sels biliaires a été déterminée en adoptant le
protocole d’ Anukam et Koyama (2007) avec quelques modifications. 1mL de la suspension a
10" germes a été inoculée dans un milieu M17 & bile & raison de: 0.3, 0.5 et 1%. Les cultures
ont été incubées pendant 24 h a +37 °C. La DO a eté determinée a 575 nm aprés 24 h

d'incubation et les résultats sont comparés a un tube contréle (milieu sans sels biliaires). Le
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pourcentage d’inhibition de la croissance en présence des sels biliaires a été calculé selon la
formule :

(%) Inhibition de la croissance = [(logNo-logN;)/1ogNg]x100.
Ou No= nombre de cellules viables dans le bouillon M17 (pH 7.15) apres 3h
d'incubation et Ni= nombre de cellules viables dans le bouillon M17 contenant les

sels biliaires apres 3 h d'incubation.

4.5.3. Tolérance au acides

La tolérance aux acides a été testée comme décrit par Anukam et Koyama (2007) avec
quelques modifications. Un bouillon M17 a été ajusté a pH 2, pH 3, par 1’ajout d’HCI (1N),
puis a été inoculé par 1 mL d’une culture de 18 h (108UFC/mL). Les DO ont été déterminées

a578nm et ont été comparées a celle du controle a pH 7.

4.5.4. Température optimale, thermotolérance et température létale

La détermination des températures optimales de croissance, des deux souches
bactériennes, leur thermotolérance et leur résistance a basse température ont été
déterminées selon la méthode décrite par Panoff et al. (1995); Haddaji et al. (2015)
avec quelques modifications. Une culture jeune de 18 h (10° UFC/mL) a été
inoculée dans une série de tube contenant le M17 bouillon, qui par la suite a été
incubée a différentes températures: +15°C, +37°C, +45°C,+50°C pendant 24 h. Les
tubes servant au test de thermorésistance ont été incubés a+60°C et +65°C pendant

120 et 90 min respectivement. Les DO ont été lues a 578 nm.

4.5.5. Capacité d’adhésion "auto agrégation™

La capacité d’agrégation a été réalisée selon la méthode de Kos et al. (2003). Une
culture de 18 h a été centrifugee a 5000 g /15 min, puis lavée trois fois dans le PBS.
Le culot récupéré a eté dissout dans la méme solution pour avoir une charge finale
de 10° UFC/mL. 4 mL de cette suspension ont été mélangés a 1’aide d’un vortex
pendant 10s. La série des tubes a été décantée pendant 5 h, et chaque heure 0.1 mL
de la surface de chaque tube a été transférée dans un autre contenant 3.9 mL de PBS.
Les DO ont été mesurées a 578 nm, et les résultats ont été exprimés en pourcentage
selon cette formule.

% Autoagrégation= 1-(Ad/Ao).100
A - DO de la suspension aprés 1h, 2h, 3h, 4h, 5h
Ag . DO de la suspension a to
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4.5.6. Adhésion aux solvants

Pour évaluer ’hydrophobicité de la surface bactérienne, la méthode d’adhésion aux solvants
(MATS) décrite et modifiée par Kos et al. (2003) a été adoptée. Trois solvants ont été
utilisés : xyléne (solvant apolaire), acétate d’éthyle (solvant polaire basique, donneur
d’¢électrons) et le chloroforme (solvant polaire acide, accepteur d’électrons). Une culture de 24
h a été centrifugée a 5000 g/15 min, une fois lavée par le PBS, le culot a été récupéré et une
suspension de 10®° UFC/mL a été préparée dans le KNO;z (0.1 mole. I'Y). 1mL de chaque
solvant (Xylene, Acétate d’éthyle, Chloroforme) a été ajouté a 3 mL de la suspension
bactérienne préalablement préparée. Cette mixture a été incubée pendant 10 min a
température ambiante puis agitée pendant 2 min. Les DO de la phase aqueuse ont été
mesurées apres une décantation de 20 min. Le pourcentage d’adhésion aux solvants a été

calculé selon la formule suivante.

% Adhésion aux solvants : (1-A1/A0). 100

A: . DO de la phase aqueuse (aprés 20 min)
Ay :DO de la suspension a to

4.5.7. Antibiorésistance

La résistance aux antibiotiques a été étudiée en adoptant la méthode des disques
(diffusion sur gélose), décrite par Bauer (1966). Au total, quatre antibiotiques ont été
testés: Acide nalidixique (30ung), Chloramphénicol (30ug), Gentamicine (10ug),
Tetracyclinee (30ug). Les Disques d'antibiotiques ont été déposés a la surface d'une
gélose Mueller Hinton inoculée par 1mL de suspension bactérienne (10° UFC/mL).
Apreés incubation de 24 h a +37° C, les diamétres des zones de d'inhibition (mm) ont

été mesurés.

4.5.8. L’effet antagoniste

L’effet antagoniste des souches lactiques a été testé vis a vis deux souches
pathogénes, Escherichia coli (ATCC 25922) et Staphylococcus aureus (ATCC
25923), en adoptant la techniques des stries croisees décrite par Balouirin et al.
(2016). La souche bactérienne concernée a été ensemencee (souche lactique) par une
seule strie au centre de la boite gélosée. Une fois la période d'incubation écoulée, la
gélose a été ensemencée par les souches testées (pathogénes) par simple strie
perpendiculaire a la strie centrale. Aprés une seconde incubation, on analyse les

interactions antimicrobiennes par observation de la zone d'inhibition.
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4.6. Immobilisation cellulaire, application de la sonication

L’immobilisation des souches bactériennes par sonication, avait pour but de provoquer des
cassures partielles réversibles au niveau de la paroi cellulaire sous 1’action mécanique des
ondes ultrasonores. Il était fort important d’optimiser les conditions d’exposition aux
ultrasons, et de vérifier leur impact sur certaines propriétés métaboliques et physiologiques
des deux souches.

4.6.1. Optimisation de la durée d’exposition aux ultrasons

Les suspensions bactériennes ajustées a 10" UFC/mL ont été traitées par sonication (35 kHz,
240/60 Wpeak/nominal powers, 1.8 L capacity, SONOREX TK 52) pendant des durées
croissantes de 5, 10, 15, 30, 45, jusqu’a 65 minutes.

4.6.2. Aptitude a la survie et a la croissance

Les suspensions bactériennes traitées par sonication ont été incubées pendant 24 h a
température optimale, +37°C et +42°C pour E. durans et S. thermophilus respectivement.
L’effet de I’immobilisation par traitement ultrasonique sur la croissance bactérienne a été
évalué en milieu liquide (bouillon M17) et solide (M17 gélose), en mesurant et observant
respectivement la densité optique a une longueur d'onde de 578 nm (BIOCHROM Libra S6),
et la charge des colonies sur boite Pétri. Les résultats de 1’effet de I’immobilisation en milieu

liquide calculés en DO ont été convertis en nombre UFC logio/mL.

4.7. Quantification du biofilm

Le potentiel de formation de biofilm des souches a été déterminé par le test du cristal violet
suivant le protocole d’O’Toole (2011) avec quelques modifications. Des microplaques
contenant du bouillon M17 ont été inoculées par 200 ul d’une suspension bactérienne, E.
durans/S. thermophilus & 10® UFC/mL, préalablement traitée par ultrason pendant des durées
croissantes (déterminées en 4.6.1), elles ont été incubées ensuite durant 24 h a +37°C et
+42°C respectivement. Les puits ont été ensuite lavés plusieurs fois par de I’eau distillée
stérile, et colorés chacun par 125 pl de cristal violet (0.1%). Aprés une durée d’incubation de
15 min, les microplaques ont été rincées 3-4 fois avec de I'eau en les submergeant dans un bac
d'eau, puis ont été renversées et seéchées toute une nuit. Le biofilm a été analysé
qualitativement, par prise de photos des puits, et quantitativement par lecture des DO a I’aide
d’un spectrophotometre ELIZA (ELx800TM Biotek microplate reader).
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4.8. Détermination de la perméabilité de la membrane

La perméabilité de la membrane cellulaire a été déterminée par la quantification des protéines
et des acides nucléiques ayant été échappés du cytoplasme, selon le protocole décrit par Dai et
al. (2016). Le surnageant de culture a éeté recueilli par centrifugation a 3000 g pendant 20
minutes, puis dilué (surnageant 1:9 v/v: eau distillée). Les protéines extracellulaires et les
acides nucléiques ont été quantifiés par mesure de 1’absorbance (A) & 280 et a 260 nm
respectivement. La perméabilité de la membrane (P%) a été calculée a l'aide de I'équation
suivante :
P% =100 % (A us - A sansus) /A sans us
A ys : DO apres traitement ultrasonique

A sansus : DO sans traitement ultrasonique

4.9. Optimisation des conditions de production d’EPS

L’optimisation des paramétres de production d’EPS par les deux souches étudiées a
été faite selon Kimmel et al. (1998); Zisu et Shah (2003); Purwandari et Vasiljevic
(2010); Zhang et al. (2011); Wang et al. (2017), avec certaines modifications. En
effet, pour une maximale productivité, certaines conditions physicochimiques et
organiques ont fait objet d’un processus d’optimisation. Au préalable les cellules
bactériennes ont été immobilisées (en gardant les conditions optimales spécifiques
pour chaque souche), et la production finale des cellules a 1’état sessile a été

comparée a celle des cellules a I’état planctonique (libre).

4.9.1. Optimisation de I'inoculum

Des suspensions bactériennes jeunes ont été preparées, et ont été ajustées sur 1’échelle 0.5
Mac Farland pour chacune des espéces pour avoir les inocula suivants: 10°, 10° 107,
108UFC/ mL. Les séries de tubes ont été incubées a +37°C pendant 18 h.

4.9.2. Optimisation du milieu de production

Afin de choisir le milieu le plus convenable a la production des EPSs, trois milieux
ont été testés: MRS, M17 et le milieu hypersaccharosé (HPR). En effet, ces milieux
de culture en bouillon, ont été inoculés par une suspension bactérienne de
S.thermophilus et d’E.durans ajustée a [I’inoculum optimal (fixé depuis 1’étape

d’optimisation précédente), les tubes ont été incubés a 37°C pendant 18 h.
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4.9.3. Optimisation des conditions physicochimiques

L’optimisation des facteurs physico-chimiques s’effectue dans le milieu le plus
convenable a la production pour chacune des deux especes et a des valeurs optimales
de I’inoculum.

> pH:

Afin de déterminer I’effet du pH du milieu sur la productivit¢ en EPS des deux
souches, le pH du bouillon hypersaccharosé (qu’est normalement compris entre 4 et
4.5) a été modifié par I’ajout de quelques gouttes de NAOH (1N) ou de HCL (1N)
pour obtenir un milieu a pH 3, 4.5, 6.5

» Température

Les suspensions bactériennes ont été préparées dans le bouillonhyper saccharosé, a la
valeur optimale d’inoculum (soit 10® germes/ mL pour S. thermophilus et E. durans
respectivement), et de pH (soit 4.5 et 3.5 pour S. thermophilus et E. durans respectivement).
Les suspensions ont été incubées a différentes températures 25,37, 45 et 50°C, pendant 18 h.

» Durée d’incubation

En vue de fixer la durée d’incubation optimale, les cultures préparées dans
I’hypersaccharos¢ a 10°® germes/mL ont été incubées pendant 18 et 24 h.
L’incubation des cultures a été réalisée a 37°C, dans les conditions optimales citées
précédemment.

» Taux d’oxygéne

La production des EPSsa été déterminée en cultivant les suspensions aux
conditions optimales de pH, température, pendant 24 h en présence et en absence
d’oxygene.

» Rapport C/N

Afin de déterminer 1’effet de la concentration en carbone sur la production
d’EPS, le bouillon hypersaccharosé a été préparé a différentes concentrations
en sucre (sucrose), en fixant la concentration del’azote. Dans ce cas quatre
concentrations ont été testées : 30, 50, 70, 90 g/L

> Agitation

Le test a été réalise en manipulant dans les conditions optimales fixées
auparavant  (10%ufc/mL hypersaccharosé "50g de sucrose/L", 3.5/4.5, 37°C,
24 h, aérobiose). Les series de tubes ont €té mis sous I’action d’une agitation

moyenne dans un bain secoueur.
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4.10. Production finale d’EPS, extraction, précipitation et purification

Les suspensions bactériennes immobilisées ont été cultivées dans les conditions optimales
déja fixees. L’extraction des EPSs et leur purification a été réalisée en adoptant le protocole
décrit par Ibarburu et al. (2007); Oleksy-Sobczak et Klewicka (2019) avec certaines
modifications. Apres incubation, les séries de tubes contenant les suspensions bactériennes
ont été placées dans un bain Marie a +80°C pendant 15 min, sous agitation toute les 5 min,
cette étape permet de liberer les EPSs attachés a la paroi. Ensuite, les suspensions ont éte
passees a travers un filtre millipore (0.45 um), ce qui permet de se débarrasser des cellules
bactériennes et de récupérer un filtrat. Trois volume d’éthanol a - 80°C ont été ajoutés a ce
filtrat, et les tubes ont été conservés au froid (-18 °C) pendant une nuit. Les EPSs ont été
précipités et récupérés par cryocentrifugation a 120009/20 min/+4 °C. Apres une deuxiéme
précipitation dans 1’éthanol, et une seconde centrifugation dans les mémes conditions, les

EPSs ont été récupérés et solubilisés dans de 1’eau distillée stérile.

4.11. Dosage des EPSs

La quantification des EPSs a été faite selon la méthode de Dubois (1956). Un volume de 1.5
mL de solution d’EPS (ou de ses dilutions) a été ajouté a 2.5 mL d’acide sulfurique et 0.5 mL
de phénol (5%). La DO du mélange a été lu a 492 nm contre un blanc. La courbe d’étalonnage
a éte tracée en utilisant le glucose comme standard (Annexe 4).

4.12. Caractérisation des EPSs produit par HPLC

L’EPS produit a ¢été identifié par HPLC (Agilent LC 1260). Briévement, le
biopolymere été solubilis¢é dans I’eau pure, puis 100ul de cette suspension ont été
ajouté a 200 ul d° HCL (2M) et sonifié dans un bain thermostaté a 45 min, puis
soumis a une agitation continue. Un volume d'EPS hydrolyse a l'acide a été compléte
a 1 mL avec un éluant composé de 80 % d'acétonitrile et 20 % d'eau. Un volume de
300 pL dextrait brut a également été mélangé a I'éluant. Les extraits ont été filtrés
(0,22 pum), et un volume de 10 pL a €eté injecté. Les extraits bruts et hydrolysés ont
été analyses sur une colonne Agilent Zorbax Carbohydrate analysis (4,6x150 mm, 5
um). Le débit de la colonne était de 1,3 mL/min, et la température de

fonctionnement était de +30°C.
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4.13. Traitement des données

Tous les tests ont été réalisés en duplicata. Les résultats sont exprimés en moyenne *
écart type (X+SEM). Les données ont été analysées par analyse de la variance
(ANOVA) a sens unique et les moyennes ont été comparées en utilisant le test post-
hoc Turkey HSD (Honest Significance Différence) (P< 0.05). Les effets des
traitements ont été évalués et les souches ont eté comparées entre elles. Tous les

tests statistiques ont été réalisés en utilisant le programme R (version 3.6.1).
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5.1. ldentification et caractérisation des souches lactiques

5.1.1. Enterococcus durans : Isolement et identification

Plusieurs souches lactiques, et non lactiques ont été isolées de I’aliment fermenté "Hamoum".
Apreés avoir réalisé plusieurs repiquages des suspensions préparées de hamoum, dans des
milieux appropriés, notre attention s’est portée sur une espéce dont I’aspect des colonies est
muqueux, en suggérant qu’il peut s’agir d’une souche EPS+ . De ce fait les autres especes
obtenues ont été écartées. Une étape de purification sur gélose M17, apres une succession de
repiquages, a abouti a des colonies avec un méme aspect, dont 1’identification phénotypique
(caracteres culturaux, microscopiques, et biochimiques), a été faite suivant le tableau
d’assortiment décrit par Cowan et Steel (2004). Les résultats de I’isolement sont présentés
dans le tableau ci-dessous.

Tableau 5-1 Résultats de I'isolement et de I’identification de la souche

Isolat Profile
Conditions de cultures M17 (O, 37°C, 24 h)
Aspect de la colonie PC translucides
Gram +/Cocci isolés, paires, tétrades, et chaines
Catalase -
Oxydase +
Manitol / Mobilité -/-
ONPG +
Citrate de Simmons -
Protéolyse +++
ADH/LDH/ODC +/-/-
Identification* E. durans/ Pediococcus spp.

Selon Barrow et Feltham (2004)*, **Assortie faiblement, +/- Positif/Négatif, aérobie (O2), microaérobie (microO2), petite colonie
(PC), Arginine Di-Hydrolase (ADH), Lysine Dé-Carboxyase (LDC), et OrnithineDé-Carboxylase (ODC)

Aprés identification biochimique, 1’isolat a eté caractérisé par MS-MALDI-TOF

(Figure5-1), I’espéce isolée est présumée Enterococcus durans.
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Figure 5-1 Spectres MALDI-TOF et coloration de Gram d’Enterococcus durans

.
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5.1.2. Streptococcus thermophilus

Une vérification de la pureté de la souche a été faite, en inoculant un bouillon M17 par le
lyophilisat de S. thermophilus. Aprés incubation a 42°C pendant 24h, des colonies bien
distinctes (aspect régulier, translucide, de taille moyenne) ont été observées. L’aspect

macroscopique et microscopique de S. thermophilus sont illustrés ci-dessous.

Figure 5-2 Aspect macroscopique et microscopique (Gx100) de S.thermophilus
CNRZ447

5.2. Evaluation du potentiel probiotique
5.2.1. Croissance a différentes température/ thermorésistante

La croissance bactérienne se caractérise par la capacitéde ces organismes a s'adapter a la fois
aux défis et aux variations des conditions environnementales. Le stress d0 aux variations de
température, est probablement, le plus courant, auquel les bactéries et autres organismes sont

confrontés dans le monde naturel (Varmanen et al., 2011).
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La figure 5-3, montre I’effet de la température, sur la croissance et la viabilité des deux
souches lactiques. Il est bien remarquable, que les valeurs de température de 37°C et 45°C
sont les plus idéales pour le développement de E. durans et S. Themophilus et correspondent
respectivement aux taux de croissance de 9,08 log ufc/mL et de 9.05 log ufc/mL
respectivement. La croissance de E. durans a température basse de +15°C a connu une

réduction par rapport a celle a 37°C, toutefois la réduction n’était pas significative (P>0.05)

pour S. thermophilus (réduction de 0.310010).

11 - 45vs 15 : P=0.23 , P >0.05
10 - 45vs 37 : P=0.193 , P >0.05
o 45 vs 50 : P=0.01 , P <0.05
1 45 vs 60 : P=0.000006 , P <0.001
8 - 45 vs 65 : P=0.000007 , P <0.001
E
e &
?n 5 4 M E. durans 37 vs 45 : P=0.411, P >0.05
S 4 s thermonhil 37 vs 15 : P=0.00001 , P <0.001
3 | - thermopniius 37 vs 50 : : P=0.000003, P <0.001
5 . 37 vs 60 : P=0.000002, P <0.001
) 37 vs 65 : P=0.000003 , P<0.001
0 .
15 37 45 50 60 65
température °C

Figure 5-3 Survie et tolérance de E. durans et S. thermophilus a différentes températures

En effet, les deux souches enregistraient un taux de croissance minimale a température
dépassant la température optimale, soit respectivement +37°C et +45°C pour E. durans et S.
thermophilus. Le taux a +60°C et a +65 °C, a connu une réduction estimée a 1.69 et 1.68 log
ufc/mL pour E. durans et de 1.48 et 1.44 log ufc/mL pour S. thermophilus (réduction trés
hautement significative, P<0.001). Ces résultats sont également exprimés en pourcentage de

survie (Tableau 5-2).
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Tableau 5 -2 Viabilité a differentes températures (données exprimées en pourcentage)

Log ufc/mL
E. durans S. thermophilus
15°C 7.90 (87%) 8.96 (99%)
37°C 9.08 (100%) 8.78 (97%)
45°C 8.94 (98%) 9.05 (100%0)
50°C 7.41 (82%) 8.37 (92%)
Controle 9.08 (100%) 9.05 (100%)

Les resultats obtenus pour les deux souches sont en accord avec ceux retrovés par
Auffray et al.(1995); Fang et al.(2012); Razickova et al.(2020). En effet, des expériences
préliminaires établies par Auffray et al. (1995), ont montré que S. thermophilus se développe
a des températures allant de 20 a 52°C , et que lors d’une fermentation a 58°C pendant 15 et
30 min, le taux de survie était de 1% et 0,1% respectivement. Toutefois cette souche
bactérienne était capable d’acquir une thermotolérance lorsqu’elle est sousmise préalablement
a un choc thermique.

D’autre part, Fang et al. (2012), ont rapporté que la suvie de S. thermophilus & basse
température +5°C n’a pas été affectée significativement par rapport au témoin, apres 14 jours
d'exposition au froid. Ainsi, la survie des S. thermophilus a 10°C pendant 2h et 4h et a +15°C
pendant 2h était supérieure a celle a +20°C. Cette divergence peut étre due a des différences
entre I'organisme étudié et les conditions particuliéres du choc du au froid ainsi teste.

En outre, le profil de synthese des protéines de S. thermophilus lors du passage de +42
a +52°C a montre une baisse de la synthese de nombreux polypeptides, indiquant une
inhibition de synthése des protéines, en raison du changement de température. Par ailleurs, au
moins 22 des polypeptides de poids moléculaire compris entre 30 a 100 kDa étaient présents
dans des proportions accrues ou ont été nouvellement synthétisés suite a un choc thermique
(Auffray et al., 1995).

Ruzickova et al.(2020), ont rapporté que grace a leur capacité d'adaptation, les espéces
du genre Enterococcus survivent dans divers environnements. Ainsi, pour la majorité des

especes, la température optimale se situe entre+35 et +37°C, toutefois quelques espéces se
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développent a une température de +45 °C ou méme a de basses tempeératures autour de +10
°C, ce qui est conforme au résultat obten pour E. durans.

Suite a I'exposition des cellules a un bref choc thermique dont la température est égale
ou légérement au-dessus de la plage de croissance normale des cellules, ces dernieres
acquierent une résistance (thermorésistante acquise) a un choc thermique mortel due a une
température plus élevée (Jobin et al., 1998). En effet, en réponse a des fluctuations soudaines
de températures, les organismes vivants réagissent par des changements rapides dans
I'expression des genes, ce qui entraine la synthése massive d’un ensemble de protéines
appelées protéines de choc thermique (HSP) (Lim et al., 2011). Cette synthése releve un
phénomeéne universel survenant dans la plupart des organismes, si ce n'est dans tous.

Méme si les HSPs sont présentes dans différentes bactéries, la réponse au choc
thermique témoigne de I'étonnante diversité de la régulation des génes bactériens. En effet,
des études récentes ont révélé une variété de mécanismes de régulation de I'expression des

genes hsp dans diverses bactéries, dont les BALs (Varmanen et al., 2011).

5.2.2. Croissance a pH similaire au suc gastrique et résistance au pH

La prolifération des bactéries lactiques se caractérise par la production dans le
milieu extracellulaire de produits acides issus de la fermentation. Cette production
engendre un environnement défavorable pour beaucoup d'autres organismes. Cette
particularité constitue le fondement de nombreuses techniques de conservation des
aliments par fermentation. Toutefois, une fois consommées, ces bactéries peuvent
également étre confrontées a un environnement acide dans l'estomac (Van De

Guchte etal., 2002).

Selon le tableau 5-3, il est remarquable que les deux souches ont pu survivre a pH
acides, une légére réduction par rapport au contrdle a été enregistrée a pH=2 apres 3 h
d’incubation, de I’ordre de 1.0 et 0.99 log ufc/mL pour S. thermophilus et E. durans
respectivement. Toutefois a pH=3, la réduction du taux de survie était de 1’ordre de 1 et 0.15
log ufc/mL, ainsi E. durans semble étre plus tolérante. Les variations du pH affectaient

significativement la croissance des deux souches (P<0.001).
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Tableau 5-3 Croissance a pH similaire au suc gastrique et tolérance au pH acide

Viabilité log UFC /mL

Temps E. durans S. thermophilus
(h)
Digestion dans un suc
gastriquesimulé
pH 2 0 8,225+0,00 8,245+0,005
3 7,233£0,002 7,225+0,028
pH 3 0 7,164+0,016 8.3+0.011
3 7,018+0,018 7,305+0,005
pH Acide
pH 2 0 7,477+0,00 7,477+0,00
3 8.365+0,005 8.37+0,00
pH 3 0 7,477+0,00 7,477+0,00
3 8.395+0,017 8.4+0,00

La tolérance de la souche E. durans aux conditions acides a été aussi discutée
par Nami et al.(2019), qui ont montré que les isolats d'Enterococcus ont une
tolérance élevée a pH faible (2.5), en particulier E. durans ES11, ES20 et ES32, qui
pourraient étre d'excellents candidats a la production d'aliments fonctionnels pour
promouvoir la santé. Ainsi dans leur étude portant sur la caractérisation des bactéries
lactiques isolées du tractus gastro-intestinal d'un sanglier, Li et al. (2020) ont montré
que la survie des isolats dans des conditions acides varie. Ce qui est du
probablement au mécanisme de tolérance a l'acide dépendant de I'espéce et/ou de la
souche (Nami et al.,,2019) . Toutefois, Boke et ses colaborateurs (2010) ont
observé une considérable réduction de la viabilitt a pH < 3.0, pour toutes les
souches testées, y compris celle de S. thermophilus, et que la sensibilité a I'acide est
plus grande pour les souches peu productrices d’EPS.

Pieniz et al. (2014), ont montrée que E. durans LABI18s présentait une bonne

résistance aux conditions acides (pH 3 et 4, P> 0.05), toutefois la survie de 1’isolat
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été afféctée a pH=2. Par ailleurs, les études ont établi que les souches probiotiques
ayant échoué les essais in vitro de résistance & pH 2 sont capables datteindre le
cblon in vivo en quantité telle qu'elles peuvent exercer leur effet bénifique. En effet,
les bactéries trés résistantes aux acides sont les seules a survivre aux conditions
extrémes des tests conventionnels utilisés pour la sélection des probiotiques,
conditions aux quelles on ne heurte pas systématiquement in vivo, durant et aprés un
repas (Mainville et al., 2005). En outre, Dressman et al. (1990), ont révélé que le
pH de l'estomac pendant l'ingestion du repas dépassait la valeur de 4 au cours de 73
% du temps consacré a l'ingestion, du fait que les aliments exercent un effet tampon.

Une des caractéristigues importantes des bactéries lactiques probiotiques
utilisées comme adjuvants réside dans leur tolérance a la bile et leur résistance aux
sucs gastriques, qui leur permettent de survivre, de se développer et dexercer leur
action bénéfique dans le tractus gastro-intestinal (TGI). Quoique le degré de
tolérance requis pour une croissance maximale dans le TGI ne soit pas déterminé, la
sélection des espéces ayant une meilleure résistance aux acides semble judicieuse
(De Valdezet al., 2001). En cas de jelne, la valeur du pH du suc gastrique admise
est au voisinage de 2 (Dressman et al.,,1990). De ce fait, ce pH a servi de norme
pour les essais in vitro, évaluant la survie des cultures probiotiques dans I'estomac
d'un étre humain (Mainville et al., 2005).

Selon Boke et al. (2010), la résistance de certaines souches lactiques aux
conditions de stress (pH acide) peut étre expliquée par le fait que ces bactéries sont
productrices d’EPS, et que ces polymeres pouvaient jouer un rodle protecteur. Les
BALs sont dotées de systemes de détection du stress destinés a activer les défenses,
leur permettant de se réadapter aux conditions difficiles ou aux changements
environnementaux. Les mécanismes de réparation de I'ADN peuvent également étre
caractérisés chez les BALs en tant que réponse au stress oxydatif et au stress acide

(Chen et al., 2019).

5.2.3. Croissance en présence de concentrations croissantes de sels biliaires

Les BALs, étant les probiotiques les plus représentatifs, qui servent a la production des
produits laitiers, des aliments a base de légumes et du vin. La tolérance a la bile, est la
propriété la plus cruciale, communément conforme a la capacité de croissance des bactéries

qui agissent comme des probiotiques (Chen et al., 2019).
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La figure 5-4 montre le comportement des souches eétudiées en présence de
concentrations croissantes en sels biliaires. Il est évident que les deux souches survivent en
présence des sels biliaires, sans réduction significative considérable (1 a 3%). Le pourcentage
de viabilité de S. thermophilus était comparable a celui du témoin (sans SB), et était estimé a
99%, 98% et de 96% pour les concentrations de 0.3, 0.5, 1%. La tolérance de E .durans aux
différentes concentrations en sels biliaires était bien importante que celle de S. thermophilus,
ainsi les taux de viabilité enregistrés étaient méme supérieure a ceux du témoin, préservant

100% de la population initiale.
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Figure 5-4 Croissance en présence de sels biliaires

Les résultats obtenus pour S. thermophilus sont en concordanceavec ceux de
Tuncer et Tuncer (2014), qui ont montré que la viabilit¢ de S. thermophilus ST 8.01
a été maintenue aprés 24 h d’incubation en présence de 0.3, 0.5, et 1% de sels
biliares, et que le pourcentage d’inhibition le plus elevé a été enregistré a 1%.
Contrairement a ce qui a été obtenu dans notre étude, Vinderola et Reinheimer
(2003), ont signalé une faible résistance des souches de Strep. thermophilus en
présence de sels biliaires.

Ainsi, Pieniz et al. (2014), ont montré que la capacité de survie de E. durans LAB18s était
maintenue en présence de toutes les concentrations de sels biliaires testées (jusqu'a 1,5 %),
sans aucune différence significativeavec le controle. Toutefois, Li et al. (2020), ont estimé le
taux de survie d’E. durans & 56% en présence de 0.3% de bile.

La bile est une sécrétion digestive intervenant dans le processus d’émulsification et de

solubilisation des graisses dans le tube digestif humain. Cette sécrétion peut affecter les
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phospholipides et les protéines des membranes cellulaires et dérégler ainsi 1’homéostasie
cellulaire. Il est donc capital pour les probiotiques de pouvoir tolérer la bile afin de survivre et
coloniser le tractus gastro-intestinal (Begley et al., 2005). En effet, il est recommandé
d'utiliser pour la sélection des bactéries probiotiques a usage humain des concentrations en
sels biliaires de 0,15 a 0,3 % (Mainville et al., 2005 ; Boke et al., 2010).

Boke et al. (2010) ont rapporté que les souches de Streptococcus thermophilus ont
montré une plus grande tolérance aux sels biliaires que des souches de Lactobacillus
delbrueckii subsp. bulgaricus. Ainsi, les souches produisant plus d’EPS, ont montré un effet
protecteur significatif (P<0,01) contre les sels biliaires (0,3 %). En outre, Bagci et al. (2019),
en évaluant les caractéristiques probiotiques des souches du genre Enterococcus isolées du
lait et du colostrum humain, ont montré que ces isolats présentaient une forte tolérance aux
acides (jusgu'a un pH de 3,0) et a la bile (0,5%), suggerant leur capacité a survivre dans le
tractus gastro-intestinal supérieur.

La conjugaison des acides biliaires avec les acides aminés permet de produire
des sels biliaires conjugués (SBC), entrainant une émulsion et une solubilisation des
lipides (Begley et al., 2005). Ces derniers peuvent exercer un effet antimicrobien en
perturbant la membrane cellulaire et I'homéostasie intestinale. Toutefois, on suppose
que les bactéries lactiques disposent d'une hydrolase des sels biliaires (BSH),
capable de conjuguer les sels biliaires, renforcant ainsi leur tolérance et leur survie
dans l'intestin (Lee et al., 2008).

En outre selon Begley et al. (2005), la tolérance a la bile est un trait spécifique
a la souche; d’autres part les bactéries a Gram positif semble etre plus vulnérables a

la bile que les bactéries & Gram négatif.

5.2.4. Capacité d’agrégation
Un autre facteur déterminant pour la colonisation des probiotiques au niveau de l'intestin
consiste en l'autoagregation, permettant ainsi de prévenir 1’adhérence des pathogenes (Bagci
etal.,, 2019).

Les pourcentages d’agrégation des souches bactériennes sont illustrés sur la courbe
présentée 5-5, et qui montre que les valeurs d'auto-agrégation ont augmenté parallelement

avec la prolongation du temps d'incubation pour les deux souches (P < 0.05), elles varient de

35 a 76% et de 21 a 51% pour S. thermophilus et E. durans respectivement. La capacité
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d’adhésion enregistrée par S. thermophilus aprés 4 h d’incubation est plus importante que

celle de E durans pour la méme durée, soit 76% vs 51%.

90 -

80 -

70 -

60

50 +___-_.
PR ==—S. thermophilus

== E.durans

40

30

Autoagregation (%)

20

10

Temps de décantation (H)

Figure 5-5 Niveau d'adhésion des deux souches.

p<0.05 (1 h vs 4 h: S. thermophilus)
p<0.05 (1 h vs 4 h: E. durans)

Tuncer et Tuncer (2014), ont rapporté que le pourcentage d’agrégation enregistré pour
Strep. thermophilus ST8.01 était a 49,55+6,24%, et que méme si cette valeur est considérée
modérée, elle semble néanmoins, plus élevée que celle de nombreuses bactéries lactiques.
Ainsi Li et al. (2020), ont enregistré pour un isolat d’E.durans une capacité d’autoagégation
au voisinage de 50%, ce qui est comparable a notre résultat. En outre, dans leur études
portant sur 1’estimation du pouvoir adhésif des probiotiques, Xu et al. (2009) ont rapporté que
les valeurs d'auto-agrégation affichaient par les souches probiotiques ont été comprises entre
36% et 51%, et été supérieures a celles des pathogeénes.

Le processus d'agrégation cellulaire repose sur une interaction entre les éléments de la
surface cellulaire tels que les acides lipoteichoiques, les protéines de type lectine, ainsi que les
protéines solubles et les phéromones (Boris et al., 1997), elle peut constituer une sorte de
défense de I'hdte contre les infections. Par ailleurs, les probiotiques adhérent difféeremment, il
s’agit ainsi d’un trait qui dépend de la souche et des caractéristiques de la surface cellulaire, a
savoir I’hydrophobicité et le profil protéique extracellulaire (Collado et al., 2008 ; Xu et al.,
2009). En effet, des recherches menées antérieurement ont corroboré que des facteurs internes
éventuels ainsi que le milieu environnant conditionnent tout phénomene d'agrégation (Goh et
al., 2010).
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5.2.5. Adhérence aux solvants

Le potentiel hydrophobe de la surface cellulaire des probiotiques est un critére permettant de
déterminer I’aptitude de ces derniers a adhérer aux cellules epithéliales intestinales. En effet,
des souches davantage hydrophobes sont susceptibles de procurer aux probiotiques une
position compétitive (Ayyash et al., 2018 ; Bagci et al., 2019), leur permettant de coloniser
le tractus gastro-intestinal humain et d'y exprimer leurs bienfaits, toutefois certaines études
ont démontré que I'hydrophobicité ne constitue nullement un facteur unique régissant
I'adhésion des microbes a la surface des cellules (Bagci et al., 2019).

L’affinit¢é des deux souches aux solvants est indiquée dans la figure 5-6.Les
pourcentages d’adhésion au xyléne (solvant apolaire) étaient supérieures a 50% pour E.
durans et S. thermophilus, soient respectivement 61% et 81 %. L’affinité était similaire a
I’acétate d’éthyle (solvant mono-polaire basique), de I’ordre de 75 et 77%, pour E. durans et

S. thermophilus respectivement, et était de I’ordre de 60 et 68% pour le chloroforme (solvant
mono-polaire acide).
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Figure 5-6 Adhérence des souches aux solvants

En effet, Basson et al. (2008) ont répertorie le pourcentage d’hydrophobicité des
cellules (en utilisant le xyléne comme solvant) comme fortement hydrophobe (> 50%),
modérément hydrophobe (20-50%) et hydrophile (<20%). Conformément a cette
classification, S. thermophilus et E. durans peuvent étre classees comme fortement
hydrophobes. La différence d’affinit¢é de E. durans aux trois solvants était hautement
significative (P<0.001).
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Cette étude a montré que les valeurs d'’hydrophobicité observees pour Streptococcus
thermophilus étaient similaires a celles rapportées par Tuncer et Tuncer (2014), qui ont
enregistré une forte affinité (67%) de S. thermophilus ST8.01 au xylene. Inversement,
Khadem (2012) a observé une affinité au xyléne < 50%, pour une méme espéce d’origine
différente.

Ainsi conformément aux résultats obtenus pour Enterococcus durans, Nami et al.
(2019), ont montré dans leur étude portant sur la caractérisation des probiotiques et
I'évaluation de la sOreté des isolats entérocoques issus de divers produits laitiers artisanaux,
que les valeurs d’hydrophobicité variaient de 23 a 58 %, et que plusieurs isolats ont enregistré
des pourcentages supérieurs a 50%.

Ainsi, plus la capacité d'agrégation et I’hydrophobie sont élevées, mieux le probiotique
peut s'attacher aux cellules épithéliales et donc étre efficace. Conformément a la présente
étude, le pourcentage d'agrégation et d'hydrophobie des deux souches étaient les deux
supérieurs a 50%, et donc a celui obtenu par Ayyash et al. (2018) pour des isolats du genre
Streptococcus et Enterococcus, ou autres bactéries lactiques (Marin et al., 1997 ; Bagcial.,
2019). Par ailleurs, la majorité des bactéries probiotiques utilisées comme starters présentent
une plus grande affinité aux solvants organiques (>32 %) (Vinderola et al., 2003).

Certains rapports ont indiqué que la provenance et les caractéristiques de surface des
souches pouvaient étre déterminantes dans I'nydrophobicité de leurs surfaces, engendrant des
différences quant a I’affinité des microbes aux divers solvants (De Ambrosini et al., 1998).
En effet, selon Kos et al. (2003), le caractére hydrophobe de la surface cellulaire est lié a la
présence de composants de nature protéique, tandis que I’hydrophilie est associée a la

présence de polysaccharides.

5.2.6. Résistance aux antibiotiques

Un des intéréts cliniques de I'usage des probiotiques, réside dans la prévention et le traitement
des diarrhées associées aux antibiotiques. Ainsi, la tolérance des probiotiques aux
antibiotiques est un trait désirée. En revanche, cette résistance ne doit étre confiée aux autres
bactéries (Grattepanche et al., 2010). En effet, la détermination de la sensibilité aux
antibiotiques des souches destinées a étre utilisées sans danger dans le secteur alimentaire, est
un aspect fondamental du choix afin de ne pas propager de maniére anarchique les genes de

résistance aux antibiotiques par un transfert horizontal (Terzi¢-Vidojevi¢ et al., 2015).
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Les resultats du test de résistance aux antibiotiques sont illustrés dans le tableau 5-4. Il
est notable que les deux souches se comportent différemment vis-a-vis les différents
antibiotiques testés. S. thermophilus était sensible seulement a la gentamicine, en revanche,
Enterococcus durans était résistance a la gentamicine, le chloramphénicol, et la tétracycline,
et s’est révélée la seule résistante a 1’acide nalidixique. L’effet le plus significatif (P < 0.05)
était celui du chloramphénicol.

Tableau 5-4 Résistance aux antibiotiques

Antibiorésistance (diamétre mm)

Souches lactiques

ClO GM AN 30 TE30
E. durans S s R MS
S. thermophilus R S R R

MS : modérément sensible, S : sensible, R résistant (Charteriset al., 1998).

Tuncer et Tuncer (2014) ont rapporté que S. thermophilus ST8.01 manifestait une
sensibilité vers I’ensemble des antibiotiques testés dont la tétracycline, le chloramphénicol et
la gentamicine. Khadem (2012) a indiqué dans son étude, que S.thermophilus, s’est révélée
résistante a 1’action de 1’acide nalidixique, est sensible vis-a-vis du chloramphénicol.

Zhou et al. (2012) en évaluant la résistance de certaines souches lactiques vis a vis 11
antibiotiques par méthode de dilution sur gélose, ont rapporté que plusieurs espece de S.
thermophilus résistaient au chloramphénicol, 11% seulement étaient sensibles a la
gentamicine, alors que 44% présentaient une résistance a la tétracycline. Ainsi Tosi et al.
(2007) ont montré que des souches de S. thermophilus isolées de divers environnements,
présentaient une sensibilité aux 6 antibiotiques testés, dont la gentamicine, en outre certaines
étaient résistantes a la tétracycline.

Dans une autre étude, Abamecha et al. (2015) ont montré que parmi des isolats
d’enterococcus, 34% presentaient une résistance a la gentamicine, 64% a la tétracycline, et
34% au choloramphénicol.

Selon Terzi¢-Vidojevi¢ et al. (2015), la présence de facteurs de résistance aux
antibiotiques varie selon les souches et les régions. En effet, d’aprés les résultats de leur
étude, 29% des isolats d’enterococcus dont Enterococcus durans étant sensibles aux
antibiotiques testés (y compris gentamicine,tétracycline, choloramphénicol) et prés de 59% de

ces isolats étaient résistants a deux antibiotiques ou plus.
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Terzi¢-Vidojevi¢ et al. (2015), ont indiqué aussi que sur un total de 636 isolats
d'entérocoques laitiers, uniquement cinq souches relevant d'E. durans sont dotées d'un
potentiel technologique intéressant et satisfont les criteres de salubrité requis pour un usage
dans l'industrie laitiére.

En effet, le probleme de la résistance aux agents antimicrobiens ne cesse de se
renforcer partout dans le monde, compromettant ainsi I'efficacité du traitement des infections
bactériennes. Le recours massif aux antibiotiques chez I'nomme et I'animal a entrainé une
forte probabilité de développer des résistances susceptibles d'étre transmises par I'alimentation
(Gousia et al., 2011 ; Zhou et al., 2012). Par ailleurs, le risque majeur de dissémination de la
résistance réside dans la présence de genes de résistance aux antibiotiques sur des composants
mobiles. Dans la mesure du possible, les micro-organismes utilisés comme additifs
alimentaires devraient étre ciblés en priorité sur l'organisme ayant la plus faible résistance
(Tosi et al., 2007), ce qui nécessite une caractérisation plus approfondie pour pouvoir

déterminer le fondement génétique de la résistance.

5.2.7. Effet antagoniste

Les résultats du pouvoir antibactérien des deux souches lactiques sont illustrés dans le tableau
5-5, qui montre une activité antagoniste significative contre les deux pathogenes opportunistes
testés, E. coli et S. aureus. Les pourcentages d’inhibition étaient respectivement 13- 9.84%
avec S. thermophilus et 12- 9% pour E. durans.

Tableau 5-5 Activité antibactérienne (diametre mm)

Souches lactiques Activité antibactérienne (diamétre mm)

E. coliS. aureus
E. durans +++ +++

S. thermophilus +++ F++

() Pas d’inhibition, (+) zone d’inhibition 0.1-1 mm ; (++) zone d’inhibtion 1.1-2.0 mm ; (+++) zone
d’inhibition> 2.1 mm (Ayyashet al., 2018).
Les bactéries lactiques ont depuis toujours été utilisées dans la conservation des
aliments grace a la production des substances antimicrobiennes. En effet, grace a la
fermentation, les glucides sont réduits en une gamme de molécules organiques de faible

masse moléculaire comme, les acides, lactique, acétique, propionique et 1’éthanol ayant un

pouvoir antimicrobien (Blom et al., 1991).
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Pieniz et al. (2014) ont montré que E. durans LAB18s a fait preuve d'un large spectre
d'activité antimicrobienne, inhibant plusieurs pathogénes tels, E. coli, S. aureus. Ainsi
Belgacem et al. (2010) ont indiqué que certains isolats d'entérocoques producteurs de
bactériocines révelent de nombreuses qualités biochimiques pertinentes quant a leurs
performances technologiques dans l'industrie alimentaire.

Les entérocines (bactériocines) produites par des espéces du genre Enterococcus sont
efficaces contre les bactéries Gram-négatif et Gram-positif. Leur résistance a une large
gamme de températures et de pH, ainsi que leur vaste spectre d'activité, leur confére un grand
interét technologique (Tosoni et al., 2019). Le profil du pouvoir antibactérien est souche et
espéce dépendant. Parmi plusieurs souches du genre Enterococcus, Enterococcus durans
61E5 a été identifiée comme étant la souche dont I'activité antimicrobienne est la plus forte
(Yerlikaya et al., 2020).

Vue son importance industrielle, et son usage comme bactérie strater, S. thermophilus
a fait objet de nombreuses recherches, envisageant ses qualités fonctionnelles et
technologiques. Akpinar et al. (2011) ont rapporté que toutes les souches de S. thermophilus
présentaient une activité antimicrobienne contre K. pneumoniae. En outre, les souches SL4 et
SY2 de S. thermophilus avaient une action antimicrobienne sur toutes les bactéries testées
dont Staphylococcus aureus et Escherichia coli. D’autre part Mezaini et al. (2010) ont
rapporté lors de leur recherche sur I'effet antibactérien de 20 bactéries lactiques isolées d'un
fromage traditionnel, qu’on excluant S. aureus, la souche S. thermophilus T2 a montré un
spectre d'inhibition large contre toutes les bactéries cibles a Gram positif utilisées dans cette
étude. Par ailleurs, aucune activité inhibitrice contre E. coli et S. typhimurium n'a été
constatée.

Parmi les souches de S. thermophilus, certaines génerent une bactériocine appelée
thermophiline, laquelle est efficace sur plusieurs BALSs et bactéries responsables d'altération
alimentaire. Etant donné ses qualités technologiques et biochimiques, cette bactériocine est
envisageable comme biopréservateur puissant (Aktypis et al., 2007). En outre, les
Enterococcus, les Lactococcus et les Pediococcus, font aussi partie des BALs fréquemment
appliquées comme des conservateurs naturels, de par leur potentielle production de
métabolites dotés de propriétés antimicrobiennes, dont les acides organiques, le peroxyde
d'hydrogene, les enzymes antimicrobiennes et les bactériocines (Mataragas et al., 2003).

Le pouvoir antibactérien des BALSs peut résulter de la production d'acides organiques,

de la production de peroxyde d’hydrogene ou de bactériocines (Mataragas et al., 2003 ; Pieniz
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et al., 2014), ce pouvoir est parfois le résultat d’un seul mécanisme ou d’une synergie entre
divers mécanismes, a savoir la compétition pour les nutriments, la réduction du pH, la

formation de gaz dans I'atmosphere (Mataragas et al., 2003).

5.3. Effet de ’immobilisation sur la viabilité des souches

Afin de fixer la durée optimale d’exposition aux ultrasons, et de vérifier I’effet de
I’immobilisation sur les deux souches lactiques, sur leur viabilité, et leur
développement en milieu liquide et sur gélose ont été suivie apres 5, 10, 15, 30, 45
et 65 min de traitement.

Comme le montre les résultats regroupés dans le tableau 5-6 et les photos de I’annexe
3, la viabilité des souches aprés traitement ultrasonique a été affectait, le nombre de
survivants aprés un traitement prolongé de 45 et 65 min décroit de maniére considérable
surtout pour S. thermophilus, dans ce cas la sonication a affecté de maniére non significative
(P>0.05) sur la croissance bactérienne (7,76 logiovs 8,55 logio et 7,66 log 10vs 8,55 logso,
respectivement). Cette derniere a affichait & 30 min, une légére augmentation en taux de
survie par rapport au contrdle (non exposé). D’autre part E. durans s’est révélée plus tolérante
a ’action des US, ainsi méme apres une exposition prolongée, la différence en nombre de
survivants n’a pas était significative (P>0.05). Un taux de survie considérablement meilleur
que le contrble a été affichait & 15 min de traitement. En effet cette valeur a été retenue pour
tous les tests d’amélioration des performances technologiques et fonctionnelles de cet isolat.

Tableau 5-6 Effet de la sonication sur la développement des souches en milieu liquide
Les DOs ont été convertis en log UFC/ mL, le controle s’agit de suspension bactérienne non exposée

Souches Durée de traitement par US (min)
lactiques
Contréle 5 10 15 30 45 65
E. durans 8.55+.0.01° 8.34+.0.06° 8.42+0.06 ™ 8.72+0.01° 8.72+0.03* 8.53+0.00° 8.42+0.00™
S 8.55+0.00° 8.45+.0.05° 8.46+0.04% 851+0.02% 8.57+0.00% 7.76+0.01°  7.66+0.11°

tHermophiIus

L’effet sur la viabilité peut étre attribué a la destruction des microorganismes

par action mécanique. Le principe d’action mis en avant est le phénoméne de
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cavitation qui créerait des cisaillements tres importants et répétitifs au niveau des
cellules. La cavitation entraine une dislocation des parois cellulaires qui sont altérées
par les microbulles gazeuses crées au sein du liquide. Nguyen et al. (2009) ont
indiqué que les ultrasons (20 kHz) peuvent avoir un double effet sur les
bifidobactéries: un impact négatif en raison de la réduction dans le nombre de
cellules viables et un positif parce que les cellules endommagées ou détruites
peuvent fournir les nutriments essentiels et les molécules de signalisation pouvant
promouvoir la croissance de la culture. En effet, des ultrasons de faible intensité et
des temps d'exposition courts (moins de 30 minutes) ont permis dameliorer la
capacité de croissance de Lactobacillus helveticus PTCC 1332, Lactobacillus
acidophilus PTCC 1643, Bifidobacterium longum FTDC 8943, B. longum FTDC
2113, et Lactobacillus casei ATCC 393 (Yeo et al., 2011 ; Hashemi et al., 2018).

Il a été signalé que les ultrasons puissent intervenir dans le métabolisme
bactérien. Néanmoins, en fonction des conditions d'application (temps, viscosité du
milieu, puissance, et la fréquence de I'onde) de la sonication et les caractéristiques
de l'espece bactérienne (paroi cellulaire structures), les ultrasons peuvent avoir des
conséquences distinctes qui sont soit déléteres soit bénéfiques pour les bactéries
(Tabatabaie et al., 2008 ; Kobayashi et al., 2009).

Il a été admis que la sensibilit¢ des micro-organismes augmente avec la taille
de la cellule, que les bacilles sont plus sensibles que les cocci, et les bactéries
aérobies sont plus résistantes que les bactéries anaérobies. Les photos montrant le
développement des souches sur gélose aprées traitement par US sont illustrées dans
I’annexe N°3.

Selon Gracin et al. (2016), les BALs sont plus résistantes aux traitements
ultrasoniques de haute puissance que les cellules levuriennes, ce qui s'expliquerait
par les différences de taille des cellules, en effet, plus les cellules sont grandes, plus
la sensibilite a la sonication est importante. Méme parmi les bactéries, la taille des
cellules semble contribuer de maniére notable & la résistance au traitement
ultrasonore, tel qu'observé dans notre expérience sur la résistance des souches de
Lactobacillus bulgaricus et de S. thermophilus (données non publiées).

Inversement, [’exposition de certains pathogénes tel Escherichia coli 015

pendant les mémes durées testées que dans notre étude, s’est traduite par une
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réduction significative du nombre de survivant (Li et al., 2018), laissant supposer

que I’effet est sélectif.

5.4. Optimisation des parameétres de production des EPSs

Les résultats de 1’optimisation des EPSs produits E. durans et S. thermophilus immobilisées
par sonication a des durées optimales, 15 et 30 min respectivement, sont illustrés dans les

Figures 5-7 & 5-14.

5.4.1. Le milieu de culture

Sur la figure 5-7 sont présentés les résultats de 1’optimisation de milieu de production. le
milieu hypersaccharosé était le plus idéal a la production des EPSs pour les deux souches, soit
1232 mg/L pour E. durans et 1222 mg/L pour S. thermophilus. Le rendement en EPS dans les
deux autres milieux était aussi considérable, toute fois il reste moins important par rapport a
celui dans I’hypersaccharose, il variait de 939-1023 mg/L et de 170- 559 mg/L dans M17 et
MRS pour E. durans et S. thermophilus respectivement. Le milieu de culture affectait

positivement la production d'E. durans, P< 0.05.
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Figure 5-7 Optimisation du milieu de production des EPSs

Des travaux réalisés au sein de notre laboratoire, ont révelé que le milieu ideal pour la
production des EPSs pour les trois isolats de bacteries lactiques eétait le milieu
hypersaccharosé, par rapport au milieu MRS (Benhadria et al., 2017). Vaningelgem et al.
(2004) ont observé qu’une production d'EPS a des niveaux différents a été décelée pour

Streptococcus thermophilus ST 111 dans tous les milieux examinés (MRS, M17, lait, lait
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enrichi), ainsi 1’addition du sucrose au milieu a fait augmenter la production en EPS de cette
souche.

Adebayo-Tayo et Onilude (2009) ont montré lors de leur recherche portant sur I'effet
du milieu sur la biomasse, la viscosité, la production d'exopolysaccharides et d'acide lactique
par des isolats de bactéries lactiques que la composition du milieu avait un effet marqué sur
les parametres analysés. Ainsi, la teneur en EPS varie d'une espéce a l'autre et au sein d'une
méme espece des BALSs. Cerning et al. (1994) ont indiqué, que contrairement au lactose, le
glucose était considéré comme etant la source de carbone la plus adaptée a la production des
EPSs pour cartaines bactéries lactiques.

Paulo et al. (2012) ont constaté que les isolats de bactéries lactiques produisaient plus
d’EPS dans un milieu de base additionné de saccharose, par rapport au lactose et glucose.
Cela dit, que certains types de sucre conviennent micux a la production d’EPS étant donné
que celle-ci est fonction de la souche testée et donc de son métabolisme enzymatique. Le
saccharose et le glucose servent couramment a identifier les bactéries EPS™; ces sucres
permettent a la plupart des bactéries de produire davantage de biopolymeéres (Paulo et
al., 2012). Cepandant, dans notre étude, le deuxieme meilleur sucre pour la production d’EPS
par S. thermophilus était le lactose.

Il est primordial que les milieux de production des EPSs soient bien choisis, compte
tenu des interférences possibles de certains de leurs composants avec l'analyse de ce
biopolymere (Ruas-Madiedo et al., 2005). Les milieux les plus fréquemment exploités sont
le lait écrémé, le lactosérum et les milieux a base de lactosérum. Il est bien évident que le
rendement en EPS et les spécificités moléculaires des biopolymeres sont influencés non
seulement par les conditions de culture mais également par sa composition (pas seulement la

source de carbone).

5.4.2. La concentration de I’inoculum

La figure 5-8 affiche les résultats de I’effet de la taille de I’inoculum sur la
production d’EPS des deux souches testées. On constate que I’inoculum permettant
un meilleur rendement & la fois pour S. thermophilus et E. duarns est del0® germes/
mL. Ainsi la production s’est révélée proportionnelle a la charge cellulaire des
suspensions. En effet les plus faibles quantités d’EPS pour les deux souches ont été
enregistrées a des concentrations de 10° germes/mL. L’effet de I’inoculum sur la

production était significatif pour les deux souches (P< 0.05).
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10%vs10° : P=0.000059,P<0.05 (trés hautement
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Figure 5-8 Optimisation de I'inoculum de production des EPSs

Ainsi I’amélioration du rendement en EPS des isolats de bactéries lactiques, est
corrélée avec la concentration initiale de [l'inoculum, la valeur optimale était a une
concentration de 10’ UFC/ mL (Benhadria et al., 2017).

Inversement, Boubakeur (2008) a constaté pour des souches de bactéries lactiques dont S.
thermophilus, que les rendements étaient meilleurs & de faibles inoculums (10° et
10°UFC/mL), et plus les suspensions sont chargées, plus la production est réduite. Pour autres
bactéries non lactiques, Ezhil et al. (2015) ont rapporté qu’une productivité optimale en EPS a
été enregistrée avec une taille d'inoculum de 3 % (v/v), contrairement a des cultures chargées
(4%) et faiblement chargées (1%, 2%).

5.4.3. La concentration du substrat (Le rapport C/N)

Rappelons que la concentration en sucrose, la source de carbone du bouillon saccharosé a été
modifiée (30, 50 *concentration initiale™, 70, 90 g/L), les concentrations en azote
initialement présentes dans le milieu hypersacchaarosé ont été gardées fixées. Les résultats de
I’effet de la concentration en substrat (sucrose) sur la productivité en EPS sont enregistrés sur
la figure 5-9. 1l est bien remarquable qu’un meilleur rendement en EPS pour les deux souches
a éteé enregistré en présence de 50g/L de sucrose, soit 1652 et 1377 mg/L pour E.durans et S.
thermophilus respectivement. Au-dela de cette concentration, les valeurs ont été réduites et
significativement a 70 et 90g/L (p<0.05). La concentration en sucrose avait un effet

hautement significatif sur la production des deux souches (P<0.0001).
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Figure 5-9 Optimisation de la concentration en sucrose pour la production des EPS

Conformément a ces résultats, Benhadria et al. (2017) ont constaté que I’optimum du
rendement en EPS de I’ensemble des isolats était obtenu a 50 g/L, de part et d’autre la
production était significativement affectait.

D’autre part, Cerning et al. (1994) ont souligné aussi que la concentration en sucre
influencait remarquablement le rendement en EPS et que la présence de 20 g/L de glucose
dans le milieu entrainait une production maximale, alors que des quantités faibles ont été
traduites par un faible rendement, d’autre part, la production en présence de 20g /L de
saccharose était plus élevée qu’en présence de 2g /L (50 mg/Lvs 35 mg/L), ainsi cette
production n'a pas été corrélée a la croissance.

Compte tenu de cette conclusion, il est possible d'expliquer les résultats obtenus dans le
cadre de notre étude par le fait que toute augmentation additionnelle de la teneur en sucre ne
se traduit pas nécessairement par une augmentation de la production d’EPS, étant donné que
la teneur en sucrose du bouillon hypersaccharosé (50 g/L) est amplement suffisante pour
atteindre le maximum de production. En effet, il a été démontré que des teneurs optimales en
sucre atteintes pour de nombreuses bactéries lactiques, variaient de 20 a 100 g/L (Kuntiya et

al., 2010), ainsi une concentration en sucre supérieure risque de perturber la croissance

microbienne du fait de la pression osmotique défavorable (Fang et al., 2002).

5.4.4. Le pH de production

L’effet du pH sur la production des EPSs des deux souches est présenté dans la figure 5-10.
Les variations du pH du bouillon saccharosé avaient un effet direct sur la production. Ainsi,

I’optimum de productivité de S. thermophilus estimé a 1377 mg/L était obtenu & pH 4.5, alors

91



Chapitre 05 : Résultats et discussion

que la faible valeur était enregistrée a pH 6 (354 mg/L). Toutefois, E. durans a enregistré des
valeurs maximales a pH3.5 et 4.5, soit 1700 et 1652 mg/L respectivement, et de méme une
faible production a pH 6.5 (530 mg/L). L’effet du pH sur le rendement en EPS, était trés

significatif pour les deux souches (P<0.001), ainsi pour E. durans, la production a pH 5.5 n’a

pas était affectait significativement (P>0.05) par rapport a celle a pH 3.5.

1800

3.5vs4.5: P=0.000012, P<0.05 (trés hautement
significatif)

3.5vs5.5: P=0.166, P<0.05 (non significatif)
3.5vs 6.5 : P=0.000002, P<0.05 (trés hautement
significatif)

4.5 vs 3.5 : P=0.829 P<0.05 (non significatif)
4.5vs 5.5 : P=0.256, P<0.05 (non significatif)
4.5vs6.5: P=0.11 P>0.05 (non significatif)

1600 - W S. thermophilus
1400 - W E. durans
01200 -
s
=1000 -
()
©
o 800 -
£
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Figure 5-10 Effet du pH sur la production d'EPS

Les travaux de Midik et al. (2020) concordent avec nos résultats, puisque les auteurs
ont observé aussi un effet significatif du pH sur le rendement en EPS de certaines bactéries
lactiques, et que pour toutes les souches, le rendement en EPS a été maximal a pH 6,0, chiffre
proche du pH du bouillon MRS (pH 5,8). Inversement, Benhadria et al.(2017), ont rapporté
que les meilleurs rendement des isolats testés ont été affichés a pH 6.5. Toutefois, les
rendements en EPS ont été reduits a pH 5,0 et 7,0, en particulier a pH 7,0.Quoique le pH
optimal pour la formation des EPS soit variable selon la souche lactique et les conditions
experimentales, celui-ci se situe généralement autour de 6,0 (Midik et al., 2020). D'apres cette
étude, le pH optimal pour la production des EPSs par E. durans et S. thermophilus ne se situe
pas entre 6 et 6,7.

Gamar-Nourani et al. (1998) ont constaté qu’un pH optimal de 6.2 a 7.2 était le plus
convenable a 1’amélioration de certaines performances des bactéries lactiques, telles la

production d’exopolysaccharides.
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5.4.5. Effet de la température

Sur la figure 5-11, sont regroupés les résultats de 1’effet de la température sur la production
des EPSs, qui montre que les valeurs optimales en EPS correspondent a celles obtenus a
37°C, soit 1377 et 1700 mg/ L pour S. thermophilus et E. durans respectivement, par contre
les plus faibles taux ont été obtenus a 55°C (S. thermophilus : 719 mg/ L, E durans: 326 mg/
L). Ces températures correspondaient aussi aux températures optimales a la croissance. En
outre les quantités enregistraient a 25°C étaient considérables, particulierement pour S.
thermophilus (1123 mg/ L). L’effet de la température sur la productivité chez les deux
souches était significatif (P< 0.001).

1800 -
1600 - W S. thrmophilus 37°C vs 25°C : P=1.9032E-7, P<0.05
W E. durans (trés hautement significatif)
1400 - 37°C vs 45°C : P=2..3725E-8, P<0.05
1200 - (trés hautement significatif)
= 37°C vs 55°C : P=2.3851E,
= 1000 - P<0.05(trés hautement significatif)
» 800 -
& 37°C vs 25°C : P=0.011, P<0.05 (trés
600 - significatif)
400 - 37°C vs 45°C : P=0.0044, P<0.05
(tres significatif)
200 37°C vs 55°C : P=0.00026
0 - P<0.05(hautement significatif)
25°C 37°C 45°C 55°C
Température

Figure 5-11 Effet de la température sur la production d'EPS

On considere Pour S. thermophilus, que la température de croissance constitue le
principal facteur ayant une incidence significative sur la production des EPSs. En effet,
plusieurs résultats ont révélé que 37°C est une température de croissance sous-optimale pour
S. thermophilus. Ainsi, des recherches ont confirmé que les températures sous-optimales
influencaient favorablement la production d'EPS par les BALs mésophiles et thermophiles
(Rabha et al., 2012).

Les résultats de notre étude ont montré une similitude avec ceux de Vaningelgem et
al.(2004) qui ont aussi enregistré un maximum de production d'EPS chez S. thermophilusST
111a des températures comprises entre 32°C et 42°C maisa pH constant de 5.5-6.6. Des
résultats analogues ont été également constatés avec d'autres souches de S. thermophilus

productrices d’EPS (De Vuyst et al., 1998).
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Toutefois, les travaux portant sur I'effet de la température sur la production des EPSs
par des bactéries lactiques sont contradictoires. En effet, dans certains rapports, il a été
constaté que les meilleurs rendements sont obtenus a des températures situées dans la gamme
optimale de croissance, cependant dans d'autres, il a été indiqué que davantage d’EPS est
géneré a des températures inférieures a la température optimale de croissance. Ces disparités
tiennent a de multiples raisons, dont les différentes méthodes employées pour 1’estimation des
EPSs, les divers milieux de croissance, les conditions et périodes de mesure, le manque de
contr6le du pH, ainsi que les divers modes utilisés pour exprimer les quantités en EPS
produites (mg d’EPS, mg d’EPS/ L, mg d’EPS par UFC) (Kimmel et al., 1998).

En effet, la production des EPSs semble étre stimulée chez les bactéries lactiques
mésophiles dans des conditions sub-optimales, telles que des températures basses, tandis qu'il

a été rapporté qu'elle est généralement associée a la croissance chez les BALs thermophiles.

5.4.6. La durée d’incubation

L effet de la durée d’incubation sur le rendement en EPS est elucidé dans la figure 5-12. Il est
bien evident qu’ aprés 24 h d’incubation, les taux d’EPS enregistraient par les deux souches
sont a leur maximum. En effet, les valeurs affichaient par E. durans ont augmenté de 700 a
1700 mg/ L lors d’incubation de 18 h et 24 h respectivement. Ainsi S. thermophilus
enregistrait des valeurs de 'ordre de 1337 et 1565 mg/ 1. Ce parametre affectait

significativement le rendement pour les deux souches (p < 0.05).

1800 -

1600 - @ S. thermophilus

1400 -
B E. durans (tres significatif)

1200 -

1000 - ST
(significatif)
800 -

EPS (mg/L)

600 -

24h vs 18 : P=0.000237, P<0.05

24h vs 18 : P=0.017, P<0.05

400 -
200 ~

18 24 Durée d'incubation (H)

Figure 5-12 Effet de la durée d'incubation sur la production d'EPS
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Gayathiri et al. (2017) ont constat¢ dans leur étude portant sur 1’identification
et I’optimisation des exopolysaccharides par des isolats de bactéries lactiques, que le
niveau de production d’EPS a été graduellement amélioré pour atteindre son
maximum a 24h. Apres la 24e heure dincubation, le rendement a diminué
progressivement. Toutefois, Boubakeur (2017) a observé pour une souche de S.
thermophilus, que 18h d’incubation était idéale pour un maximum de production.
Ainsi, Aslim et al. (2005), ont constat¢ que la production d’EPS des différentes
souches lactiques dont S. thermophilus augmentait jusqu'a 18 h, par ailleurs, au bout
de 24 h d'incubation, la production commence a baisser.

Pour la plupart des souches lactiques testées, le niveau maximal de production
d'EPS était obtenu aprées 120 h dincubation (Midik et al., 2020). La non
dégradation de ces polymeres durant cette période prolongée, pourrait étre expliqué
par le fait que ’EPS a été au maximum a la fin de la fermentation. Cette constatation
a été aussi observée par Vaningelgem et al. (2004) pour Streptococcus thermophilus
ST 111 (Durée optimale de 35 h).

Selon Pham et al. (2000) les baisses de viscosité et de poids moléculaire del’EPS extrait
a différents moments de la culture laissent soupconner la présence d' enzymes
dépolymérisantes dans le milieu, dont les glycohydrolases (a-d-glucosidase, p-d-glucosidase,
a-0-galactosidase, [-d-galactosidase, [-d-glucuronidase, et quelques traces de o-I-

rhamnosidase).

5.4.7. Effet du type respiratoire : Aero/anaerobiose

La figure 5-13 récapitule I’effet du niveau d’oxygéne sur la production des EPSs.
Les optimums de rendement sont remarquables en aérobiose pour les deux souches.
En effet, le taux de production était de 1567 mg/L pour S. thermophilus et de 1700
mg/L pour E. durans. En revanche en anaérobiose les taux ont baissé (1348 et 309
mg/L, pour S. thermophilus et E. durans respectivement). Le niveau d’oxygéne avait
un effet intéressant et significatif (P< 0.05), en revanche, en anaérobiose la
différence de production des deux souches était faible et hautement significative.
Pour E. durans par exemple, la production est quatre fois moins importante que celle

en aérobiose.
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Figure 5-13 Conditions d'Aero/Anaerobiose necessaire a la production d'EPS

Seuls quelques travaux ont porté sur le réle de I'oxygene dans la production d'EPS. Un
faible taux d'oxygene (10%) apparait comme stimulant a la fois la croissance bactérienne et la
production d'EPS,contrairement a des taux elevés (20, 40, et 60%) (Gamar-Nourani et
al., 1998. Boubakeur (2017) a aussi observé une production maximale des souches lactiques
dans un milieu aéré. Toutefois, la difference de production dans des conditions d’anaerobiose

n’était pas significative.

5.4.8. Effet de I’agitation

Rappelons que les conditions optimales enregistrées pour les tests cités précédemment, sont
retenus (tableau 5-7). L’effet de ’agitation sur le rendement en EPS est illustré dans la figure
5-14, qui montre un comportement différent des deux souches, en matiére de production
d’EPS avec et sans agitation. Ainsi ’agitation affectait positivement et significativement (P<
0.05) le rendement obtenu par S. thermophilus, qui s’est augmenté de 1565 a 1745 mg/ L.
Inversement, la production des EPSs sous agitation pour E. durans est perturbée et a réduit
(P>0.05).
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Figure 5-14 Effet de I'agitation sur la production d'EPS

D’aprés la recherche documentaire effectuée, 1’effet de 1’agitation sur le rendement en
EPS par les BALSs n’est pas assez envisagé par rapport aux autres facteurs physicochimiques.
D’aprés Kuntiya et al. (2010), I’agitation est une opération qui consiste a maintenir
I'nomogénéité du bouillon de fermentation et a favoriser le transfert de masse des éléments
nutritifs et de I'air. En effet dans leur recherche envisageant 1’optimisation des paramétres de
production d’EPS (telle 1’agitation), pour Lactobacillus confusus TISTR 1498, ont remarqué
que dans des conditions optimales (35°C, 5.5, 100g/L de sucrose), une vitesse moyenne de 50
rpm s’est traduite par un maximum de production d’EPS contrairement a une agitation lente
ou rapide.

Pereira Duta et al. (2006) ont rapporté que parmi les paramétres ayant une influence
sur la production d’EPS chez Rhizobium sp., 1’agitation a 800 tr/min, affactait positivement la
productoin.

Par ailleurs, l'agitation continue affectait négativement le rendement en EPS de

Pediococcus damnosus 10B8801, et également la croissance, mais dans une moindre mesure

(Walling et al., 2005).

5.5. Conditions optimales de production d’EPS des souches testées

immobilisées

Sur le tableau 5-7 sont affiches les paramétres optimaux de production d’EPS pour les deux
souches testées a 1’¢état sessile (immobilisé). Il est remarquable que pour S. thermophilus et E.

durans, les meilleurs taux en EPSs ont été enregistraient dans le bouillon hypersaaccharsé
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contenant 50g/ L de sucrose, avec un inoculum de 10% ufc/ mL, & pH acide (3.5 et 4.5 pour E.
durans et S. thermophilus respectivement), aprés 24 h d’incubation a +37°C, dans des
conditions d’aérobiose et sous agitation. Ainsi la production finale en EPS était importante
pour les deux souches et plus meilleure pour S. thermophilus, soit 1745 mg/ L.

Tableau 5-7 Récapitulatif des conditions optimales de production d’ EPS des souches
testées a I’etat immobilisé

Souches Conditions de production
bactériennes

Milieu Inoculum  [sucrose] pH T Durée O, agitation

Sachharosé 10%ufc/mL  50g/L 35 37°C  24h + + (1700
E. durans

S. thermophilus  Sachharosé 108ufc/mL 50¢9/L 45 37°C 24h + + (1745

Rendement en EPS exprimé en (mg/L)

5.6. Effet de ’immobilisation par sonication sur le rendement en EPS

Les résultats montrant I’effet de I’immobilisation par traitement ultrasonique sur le rendement
en EPS des souches lactiques ont élucidés dans le tableau 5-8. Notant que la production par
des cellules immobilisées était hautement affectée par les multiples parameétres
physicochimiques (milieu, taille de 1’inoculum, concentration en sucrose, pH, température,
durée de fermentation, aération et agitation).

Tableau 5-8 Effet du conditionnement ultrasonore sur la productivité finale en EPS de
S. thermophilus CNRZ 447 et E. durans

Souches lactiques EPS (mg/L)
E. durans témoin (0 min) 1661 +27°
E. durans immobilisée (15 min) 1700 +27¢
S. thermophilus témoin (0 min) 176 +4°
S. thermophilus immobilisée (30 min) 1745 +12°

Les valeurs avec différentes lettres en exposant (a, b) sont significativement différentes (P < 0,05)

Pour les deux souches testées, I’effet de I’immobilisation était notable, en particulier
sur le rendement de S. thermophilus, cette souche généralement utilisée pour ses qualités
technologiques comme starter, s’est révélée moins productrice par rapport a E. durans, 176 vs
1661 mg/ L, en revanche I’effet de la technologie d’immobilisation (traitement aux US

pendant 30 min) était plus efficace sur cette souche, son aptitude a produire des EPSs a été
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hautement et positivement influencée, et le rendement s’est amélioré de 176 a 1745 mg/ L.
D’autre part, une exposition prolongée, de 65 min était délétére. Cette diminution de
production pourrait s'expliquer par les effets déléteres du traitement. 1l est donc essentiel de
conditionner le temps adéquatement en vue de l'utilisation des ultrasons pour renforcer les
propriétés et les performances des microorganismes bénéfiques.

Moncada et Aryana (2012) ont noté que la sonication a faible puissance ainsi qu'une
durée d'exposition contr6lée améliorent les propriétés souhaitées de S. thermophilus, telles
que la résistance aux conditions hostiles du tractus gastro-intestinal (bile et pH) et la sécrétion
de métabolites bioactifs. Les performances obtenues étaient comparables au rendement
maximal en EPS des espéces de S. thermophilus (1-2 g/L) (Wu et al., 2014 ; Kanamarlapudi et
al., 2017). En accord avec notre étude précédente (Boubakeur et al., 2018), il a été possible
d'améliorer significativement le rendement en EPS de S. thermophilus de 200 a 826 mg de
glucose/ L, en adoptant comme approche, les extraits polyphénoliques, afin de démontrer
leurs propriétés prébiotiques.

En outre Enterococcus durans enregistrait des valeurs importantes d’EPS a 1’état libre,
en fait, ’immobilisation restait sans effet significatif sur le rendement de cet isolat, méme
lorsque toutes les conditions physicochimiques requis pour un meilleur rendement sont
assurées (1700 vs 1661 mg/ L pour le contr6le). Rares sont les travaux consacrés a identifier
ou étudier I'effet des parameétres physicochimiques sur la production d'EPS par des isolats du
genre Enterococcus, et particulierement par 1’espéce Enterococcus durans. Ainsi, le peu
d’études existantes envisageaient les performances d’Enterococcus fecium. Encore, selon la
recherche bibliographique effectuée, aucun travail n'a été réalis¢é sur Ieffet de
I’immobilisation sur I’amélioration de ses performances.

Abdellah et al. (2015) dans leur étude évaluant la formation d'un biofilm par des
bactéries lactiques thermophiles EPS+, ont indiqué que le taux d’EPS des entérocoques
étaient de 0,07 et 0,242 g/L, soit le plus faible de toutes les souches lactiques isolées. En
outre, Mostafa et al. (2009) ont rapporté que pour une espece d’Enterococcus, la production

maximale d’EPS apres 6 heures de fermentation était de 23 g /L.
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5.7. Effet de I’immobilisation sur les propriétés adhésives des souches

étudiées
5.7.1. Effet sur I’agrégation

La cinétique d'auto-agrégation des cellules conditionnées par ultrasons a été comparée a celle
des cellules témoins (libres), comme c¢’est indiqué dans la figure 5-15, S. thermophilus CNRZ
447 présentait une forte capacité d'auto-agrégation (supérieure & 70 % aprés 3 heures de
décantation). Ainsi ’effet de I'immobilisation était significatif, avec une remarquable
amélioration, de 76 & 82 %. En revanche E. durans enregistrait des pourcentages d’agrégation
considérables mais qui restent moins importants que ceux de S. thermohilus CNRZ 447, soit
51 % pour le controle et 55 % aprés traitement de 15 min. La différence de la capacité
d’agrégation apres 4 h de décantation était significative (P< 0.05).

90 -~ a
80 -
70 - .
= === S. thermophilus
£ 60 b témoin
[=
= 50 a_. —= =iii= fll= E. durans témoin
& R/
£ 40 7t
o ’ o
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1
20 === S, thermophilus
traitée (30 min)
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0 1 2 3 4 5
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Figure 5-15 L'auto-adhésion de S. thermophilus CNRZ 447 et E.
durans telle qu'affectée par ultrasons
(Les lettres a, b montrent une différence significative entre les % des deux souches aprés 4h).
Les valeurs des pourcentages d’agrégation enregistraient pour S. thermophilus CNRZ
447 (a I’etat libre) sont conformes aux observations antérieures suggérant que les especes de
S. thermophilus sont connues pour avoir une forte capacité d'adhésion (supérieure a 50 %)
(Leighton, 2007 ; Khalil, 2010 ; Tuncer etal., 2014).

Bagci et al. (2019) ont enregistraient pour des especes d’Enterococcus des
pourcentatges d’adhseion proportionnelles au temps de décantation. Anisi les valeurs
vairiaient de 7 2 10 % apres 3h , et de 24 a 43 apres 24 h.
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Nous n'avons recensé aucune étude montrant I'effet des ultrasons sur la capacité
d'agrégation des souches étudiées pour mieux comprendre la nature des interactions entre les
ultrasons et les propriétés adhésives. Néanmoins, on peut déduire que les ultrasons peuvent

altérer la structure de surface des cellules et exposer les molecules d'adhésion.

5.7.2. Effet sur la formation de biofilm

Les résultats montrant 1’effet de I’immobilisation sur la propension du biofilm de S.
thermophilus CNRZ 447 et E. durans sont présentés dans la figure 5-16. Il apparait clairement
que les deux souches formaient des biofilms de la méme propension avant qu’elles soient
immobilisées (DO= 0.1), en revanche, il est notable que le conditionnement par ultrason a
amelioré la capacité des souches a produire un biofilm. En effet pour S. thermophilus CNRZ
447, cette aptitude s’est améliorée pour les durées de traitement de 15, 30, 45 et 65 minutes
par rapport au contréle sans sonication (DO 0,20, 0,33, 0,22 et 0,25, vs 0,1 pour le contréle).
En outre E. durans s’est révélée plus productrice, ainsi son aptitude a former un biofilm est
proportionnelle a la durée de traitement, et est plus importante que le contrdle (DO 0.31, 0.43,
0.53 et 0.47, 0.48 contre 0,16 pour le contrdle).

Aprés 45 et 65 minutes de traitement, la formation de biofilm de S. thermophilus
CNRZ 447 a diminué considérablement pour atteindre environ 24-33 %, par rapport a celle de
traitement de 30 minutes. Ce constat pourrait étre associé a la destruction des cellules
bactériennes lors de traitements prolongés. Cette situation ne concerne pas la souche E.
durans, qui méme a des durées prolongées, son aptitude a s’organiser en biofilm été
préservée. Ainsi, contrairement a ce qu’il été obtenu pour S. thermophilus CNRZ 447, la
croissance de E durans n’a pas été affectée, et le traitement ultrasonique prolongé ne s’est pas

traduit par une réduction significative du taux de croissance.
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Figure 5-16 Propension du biofilm de S. thermophilus CNRZ 447 et E. duranssans et
apres conditionnement aux ultrasons (a, b, c et d sont significativement différentes, P < 0,05)

En général, la technologie des ultrasons sert a éliminer les microorganismes et les
biofilms indésirables qui causent la contamination. Dans la littérature, on rapporte que les
ultrasons servant a éliminer les biofilms sont d’une intensité beaucoup supérieure que celles
utilisées dans notre étude. Néanmoins, le traitement peut étre jugé apte a déclencher un effet
stimulant. Comme indiqué précédemment (Tableau 5-6), les ultrasons peuvent détruire les
cellules bactériennes, mais ils peuvent étre considérés comme un agent stressant ou interférent
pouvant stimuler la formation de biofilms (un mécanisme de protection intelligent des
bactéries). Ainsi, lors de la fabrication de yaourts, la sonication du lait préalablement ou juste
aprés l'inoculation peut engendrer des propriétés physiques bénéfiques (Kdrzendorfer et
al., 2019).

Une durée optimale pour stimuler la formation des biofilm par S. thermophilus CNRZ
477 et E. durans a été identifiée, 30 et 15 minutes respectivement. A notre connaissance, il
n'existe aucune étude évaluant I'effet stimulant des ultrasons sur le biofilm des BALs. En
raison de leur longue utilisation, les BALs ont perdu, contrairement aux agents pathogeénes, la
capacité de produire des biofilms réguliers (Couvigny et al., 2015).

Dans la présente étude, nous avons montré que la technologie d’immobilisation
adoptée (sonication douce) peut étre utilisée pour stimuler la formation de biofilms, qui

peuvent étre utiles pour les microorganismes industriels tels que les BALs. En effet, la
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capacité de production de biofilms peut améliorer plusieurs performances des
microorganismes, y compris la résistance aux agents antimicrobiens et lors de certaines étapes
d’opérations industrielles (cisaillement et pH), les processus de biosynthése (composés
extracellulaires), et les propriétés probiotiqgues (adhésion, colonisation et effet
immunomodulateur) (Czaczyk et al., 2011 ; Couvigny et al., 2015 ;Caggianiello et al., 2016).
Les mécanismes exacts associés a l'activation biologique par ultrasons sont encore tres

speculés.

5.7.3. Effet sur la perméabilité

Le mécanisme le plus évoqué est que cette technologie peut induire une microdiffusion,

laguelle peut générer une forte convection et ameéliorer le transfert de substrat (Chisti, 2003 ;
Leighton, 2007). Par conséquent, pour comprendre les interférences mécanochimiques des

ultrasons qui ont pu affecter la physiologie de la souche, la diffusion des protéines (280 nm) et
des acides nucléiques (260 nm) a été évaluée.

Les résultats de I’effet de I’immobilisation sur la perméabilité membranaire des
souches testées figurent dans le tableau 5-9. La perméabilité des protéines est presque
similaire pour S. thermophilus et E. durans, au voisinage de 55%, en revanche, les acides
nucléiques de E. durans ont diffusé de maniére considérable, 26% contre 1.55 % pour S.
thermophilus

Tableau 5-9 Effet de I’immobilisation sur la perméabilité membranaire de S.
thermophilus CNRZ 447et E. durans

Souches bactériennes S. thermophilus E. durans
260nm 280nm 260 nm 280nm
% de perméabilité (apres
traitement US) 1.55+0.7 55.07+7.07 26.08+0.00 54.9+0.00

Il est remarquable que la sonication ait un faible effet sur I’excrétion des acides
nucléiques, mais un effet remarquable a été induit sur les protéines. Cet effet est probablement
associé a la stimulation de la synthese des protéines. L’ultrason pourrait améliorer
efficacement la perméabilité membranaire et activer les processus métaboliques.

Selon Tabatabaie et Mortazavi (2008), dépendant de la durée d'exposition, des micro-
fissures, des micro-vides et des raptures sont formés sur la paroi cellulaire. Lorsque le temps
d'exposition est court, les bactéries peuvent subir des dommages comme des micro-fissures et
des micro-vides, tandis que lorsque celui-ci est plus long, une rupture se produit. Ces -

dommages entrainent la libération de composés intracellulaires, d'enzymes, de
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polysaccharides et de polymeres dans le milieu. D’autre part, afin de garantir un niveau de
perméabilité cellulaire souhaité tout en évitant la mort cellulaire, il est indispensable de
définir et de contrdler les paramétres de cette technologie, étant donné qu’elle peut entrainer

une fuite du contenu cellulaire (Abesinghe et al., 2019).

5.8. Caractérisation par HPLC des exopolysaccharides

Le profil HPLC de I’EPS produit par S. thermophilus CNRZ 447 et E. durans est présenté
dans la figure 5-17 (A,B) et 5- 18(C,D) . Les chromatogrammes ""A et B' ont révélé que
I’EPS généré par S. thermophilus CNRZ 447 était composé principalement de deux
triholosides  majoritairement constitués de glucose. La composition exacte en
monosaccharides était insuffisamment déterminée. Toutefois, I'espéce S. thermophilus est
déclarée produire des hétéropolysaccharides (Ricciardi, 2002; Kanamarlapudi et al., 2017
) . D’autre part, ’EPS produit par E. durans a révélé a la 7 et a 9 min des pics
correspondaient a des oligosaccharides, et un pic unique, résultant d’une élution a 20.4 min,

qui correspondait probablement au sorbitol. Or, la caractérisation structurelle des polymeres

produits nécessitent encore une identification plus fine.
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Figure 5-17 Profil HPLC de I'EPS de S. thermophilus CNRZ 447
> A) L'EPS est composé d'au moins deux triholosidesdistincts (entre 7 et 10 minutes) qui sont constitués

principalement de résidus de glucose. B) Un pic caractéristique unique a 20,4 minutes a été observé pour I'EPS

hydrolysé ; il a été identifié comme étant du glucitol.
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Figure 5-18 Profil HPLC de I'EPS de E. durans
. C) L'EPS est composé de quelques oligosaccharides (entre 7 et 9 minutes) qui sont constitués principalement

de résidus de glucose. D) Un pic caractéristique unique a 20,3 minutes a eté observé pour I'EPS hydrolysé ; il a

été identifié comme étant du glucitol.

Les EPSs élaborés par les BALs affichent des structures trés variées (Jolly et
al., 2002). En effet, la composition en monosaccharides, les liens entre les unités, la présence

de chaines latérales répétées et les substitutions sont souvent a l'origine de divergences entre
les EPSs. Par ailleurs, la longueur et la constitution des ramifications modifient fortement les

propriétés rhéologiques (Vincent et al., 2001).
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L’application des BALs offrent une valeur ajoutée a la santé humaine en produisant des
composés biologiquement actifs tels que les EPSs, lesquels promeuvent la santé des
consommateurs gréce a leurs activités immunomodulatrices, anti-gastriques, anti-ulcéreuses et
anti-virales (Panthavee et al., 2017). De ce fait, les exopolysaccharides a qualité alimentaire,
suscitent encore ’attention de nombreux projets de recherches, non pas seulement pour les
produire a grande échelle mais aussi, pour identifier de nouvelles souches productrices et pour
y améliorer la productivité via I’adoption de nouvelles technologies, telle I’immobilisation.

L’immobilisation par traitement ultrasonique des souches lactiques est la démarche
gue nous avons adopté ou le choix des souches bactériennes était basé sur: d’une part
I’importance technologique qu’elles occupent, en particulier dans 1I’industrie laitiere, et sur le
fait que peu de travaux existants ont envisagés 1’évaluation des atouts probiotiques de la
souche Enterococcus durans, qui a fait depuis toujours un sujet paradoxe pour certains
nombres de scientifiques.

L’¢étude in vitro a montré que les deux souches E. durans et S thermophilus CNRZ 447
ont un potentiel probiotique prometteur. Ainsi d’apres les résultats de 1’évaluation du potentiel
probiotique des deux isolats lactiques, nous pouvons suggérer que le caractére EPS”
caractérisant ces deux dernieres semble contribuer potentiellement a la protection des cellules
microbiennes contre des environnements extrémes (faible pH et sels biliaires). En effet, cette
investigation nous a permis de supposer qu’une production élevée en EPS peut étre un trait
pivotant dans le screening des souches a caractére probiotique.

Les résultats de 1’optimisation de la production d’EPSs ont révélé I’importance de
cette étape pour toute production microbienne, ainsi les rendements en EPS ont été
significativement améliorés depuis le premier paramétre optimisé (Milieu), ainsi la
productivité s’est augmentée pour les deux souches. L’amélioration de la production finale
par des cellules immobilisées était importante, confirmant ainsi 1’effet positif sur les divers
atouts associés a I’adhésion (Agrégation, hydrophobicité, et biofilm).

La présente étude a fait état de la possibilité que la sonication puisse étre envisagée
comme alternative aux approches d’immobilisation classiques, vue qu’elle s’est révélée
efficace pour améliorer le métabolisme bactérien, en offrant une tolérance supplémentaire aux
bactéries pour faire face a certaines conditions extrémes, et en favorisant, I’adhésion, la
formation d'un biofilm et améliorant la productivité en EPSs des deux souches lactiques
connu par leur application industrielle. Ainsi, les techniques de conditionnement physique
telles que les ultrasons devraient étre explorées plus avant et utilisées pour améliorer les
performances désirées des microorganismes bénéfiques. Dans I'ensemble, il est impératif que
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les parameétres régissant cette technologie soient établis, contr6lés, et adaptés en fonction des
applications.

D’autre part, des études supplémentaires in vivo envisageant le pourvoir anti-
cholestérolémique, anti-hémolytique et d’autres sont nécessaires pour clarifier les propriétés
probiotiques des souches. Ainsi des eétudes supplémentaires au futur, portant sur
I’immobilisation seront donc requises, en testant d’autres souches lactiques, dans un but de

mieux comprendre le phénomene.
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ANNEXE 1 : MILIEUX DE CULTURE ET COMPOSITION PAR L

Milieux Composition par L
Gélose M17

B-glycerophosphate Disodium 19.0g
Agar 11.0g
Extrait de viande 5.0g
Peptone papainique de soja 5.0g
Extrait de levure 2.5¢
Acide ascorbique 0.5¢
MgSO4-7H,0 0.25¢
Lactose (10%) 50ml
pH 6.9 + 0.2 4 25°C

Bouillon M17

B-glycerophosphate Disodium 19.0g
Extrait de viande 5.0g
Lactose 5.0g
Peptone papainique de soja 5.0g
Peptone pancréatique de caséine 2.50
Extrait de levure 2.5¢
Acide ascorbique 0.5¢
MgSO4-7H,0 0.25¢
pH 7.15 £ 0.05 & 25°C

Gélose MRS (DeMan, Rogosa, Sharpe Agar)

Glucose 20.0g
Peptone 10.0g
Agar 10.0g
Extrait de viande 8.0g
Acétate de sodium -3H,0 5.0g
Extrait de levure 4.0g
K,HPO, 2.09
Citrate de triammonium 2.0g
MgSO,-7H,0 0.29
MnSO,4-4H,0 0.05¢
Monooléate de sorbitan 1.0mL

pH 6.2 £0.2425°C
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BouillonMRS

Peptone 10g
Extrait de viande 10g
Extrait de levure 5¢
Glucose 209
Tween 80 (=polysorbate80) imL
Phosphate dipotassique 29
Acétate de sodium 5¢
Citrate triammonique 29
Sulfate de magnésium 200mg
Sulfate de manganése 50mg
PH 6.9

Gélose Mannitol

Plant peptone 20.0g
Agar 3.09
Mannitol 2.0g
Nitrate de potassium 1.0g
Rouge de phenol 0.04g
pH 7.6 £ 0.2 at 25°C

Bouillon nutritif

Peptone 59
Extrait de viande 19
extrait de levure 29
Chlorure de Sodium 5¢
pH 7.4

Gélose Mueller-Hinton 11

hydrolysat de casein 17.5g
Agar 179
Extrait de viande 2.0g
Amidon 1.5¢

pH 7,3+ 0,14 25°C
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Citrate de simmons

Citrate de sodium 29
Chlorure de sodium 5¢
Sulfate de magnésium 0.2¢9
Phosphate monoamoniaque 19
Phosphate bipotassique 0.08g
Bleu bromothymol 15¢
Agar

pH 7.2

PBS (Phosphate Buffer Saline)

Chlorure de sodium 8¢
Chlorure de potassium 0.29
Phosphate disodique 1.15¢g
Phosphate monopotassique 0.2¢9
pH 7.3

Bouillon hypersaccharosé

Tryptone 10g
KH>PO,4 5g
Saccharose 5¢
pH 6.5




Annexes

Annexe 2 : RESULTATS DE L’IDENTIFICATION BIOCHIMIQUE

Tests biochimiques E. durans S. thermophilus
Oxydase - +
Catalase - -

ONPG - +
ADH + +
oDC - -
LDH - -

Mannitol mobilité - -

Citrate de Simmons - -

TSI + +

Type fermentaire Homofermentaire Homofermentaire
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Annexe 3 : EFFET DE L’ IMMOBILISATION SUR LA VIABILITE DES
SOUCHES EN MILIEU SOLIDE
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Annexe 4: RENDEMENT EN EXOPOLYSACCHARIDES ET COURBE
D’ETALONNAGE

Biofilm coloré au cristal violet avant détachement celluliare

(A) et aprés redissolution dans "acide acetique (B)

Aspect mi ique de S. th hilu
i i Aspect macroscopique de S.

thermophius EPS+ , biofilm +
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Biofilm coloré au cristal violet avant détachement celluliare

(A) et aprés redissolution dans I'acide acetique (B)

Aspect macroscopique de E. durans EPS+,
Biofilm+~

e i——— |

Aspect microscopique de E. durans

Exopolysacchrides de E. durans isolé, purifié et précipité dans 1’éthanol

0,6

0,5

0,4

DO

0,3

0,2

0,1

1 y = 5,4478x + 0,0369
R? = 0,9904

0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1
Concentration en glucose mg/mL

Courbe d’étalonnage (Dosage d’exopolysaccharides)
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ORIGINAL ARTICLE

Influence of the exopolysaccharides of polyphenol-
conditioned lactic acid bacteria on gut microecology and
bacterial translocation

B. Badra', D.M. Soungalo®, K. Hafidha', M. Catherine®, T. Aicha'

"Laboratory of Bieconversion, Heaith Sofety and Microbiologicol Engineering, University of Mascarg, Algeria Soulétekio
al. 11, Wilnius 10227, Lithuania
*Laborotory of Applied Biochemistry and Immurnology - CRSEAN, UFR-SVT 03 B.F. 7021 Ouagadougowu 03, University of
Ouogodougou, Surking Faso
*Loboratory of Glycochemistry, Antimicrobials and Agriresources, UMR 7378 CNRS, UFR de Pharmady, 1 rue des Louvels,
University of Ficardie jules Verne, 80037 Amiens Cedex 1, Fronce
E-moil: boubokeurbodred2@yahoo. '
Recelved: 18.04.2018. Accepred: 07.05.2018

The aim of this work was to assess in vive prebiotic effects of exopolysaccharides produced by polyphencls extract-
conditioned lactc acid bacteria. The polyphenclic content of Thymus fontanesii was extracted in water by sonication, with a
yield of 41.5% and 156 mg equivalent of gallic acidig. Gallic, caffeic. syringic, vallinic and carboegdic acids, catechin, and
epicatechin were the important phenolic acids identified in the extracc Then, two dairy industrial strains Streptococcus
thermophilus and Lactobacillus bulgaricus were treated at different concentrations with the extract to improwve
exopoly=accharides producton. Streprococcus thermophilus yielded maore exopolysaccharides, thrice than control (826 mey]
ws 219 mg/l), in presence of 100 pg'ml [concentration of 0.0 mg/ml) of the polyphenclic extract. Besides, polyphenals had no
significant effect on Lactobacillus bulgaricus for exopolysaccharides production. Last. the effects of Streptococcus
thermaphilus exopolysaccharides produced in presence of the polyphenols were evaluated on gut microecology compositdon
on some bacteria and bacterial translocation in liver, spleen, kidneys, and lungs. The molecules shaped Wistar Rat gut
microbiota in favour of beneficial lactic acid bacteria and in detriment of pathogenic bacteria, and prevented bacterial
translocation. Therefore, the exopolysaccharides exhibited considerable prebiotic properties.

Keywords: Bacterial translocation; lactic acid bacteria; exopolysaccharides; polyphenals; prebictic; Thymus fontanesii
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Qualité microbiologique du blé dur fermenté de Matmor Hamoum : Indispositions
digestives, microflore avantageusement technologique et potentiels pathogénes

[ Microbial quality of fermented durum wheat in Matmor Hamoum : Digestive
discomfort, functional microbiota and potential pathogens ]

Moustapha Soungalo Drabo’, Hafidha Khodem™, Nour-eddine Benotmane®, Abdelhak Duhab’, Mazouzi Fatma Zohra',
Kheira Soualmi®, and Bovbokeur Bodra™

*Laboratoire de Biochimie et Immunologie Appliguéss, Université de Ouagadowgou, Burkina Faso
*Faculté des Sciences da la Nature et de la Vie, Université de Tiaret, Algaria

*|aboratoire de Bicconversion, Génie Microbiologique et Sécurité Sanitaire, Université de Mascara, Algsria

Copyright & 2013 IS5% lournals. This is an open access article distributed under the Creative Commons Attribution License,
which permits unrestricted use, distribution, and reproduction in any medium, provided the original work is property cited.

ABSTRACT: Homoum is a secular fermented food in Algeria that remains beyond any official contral for its microbiclogical
complianca. Its microflora was investigated in the aim to evaluate the microbial quality in term of beneficial flora and potential
contaminants. A sample was obtained from two years old fermented wheat in Matmor {in Relizan, Algeria). A Survey was
carried out to evaluate the appreciation of the food commedity in city of Relizan and the microflora was analyzed according to
the biochemical phenotypes and MALDI-TOF spectra. Then, the presumptive beneficial isolates were screened for biofilm and
protease production ability. The commadity is rich in potantial probiotic and starter cultures from microbial groups lactic acid
bacteria (LAR), Actimomyces and Bacillus [Lysinibacillus fusiformis). Besides, 53% of surveyed individuals assarted digestive
discomfort, diarrhea, nausea or flatulence, associated to the consumption, and microbial amzlysis identified potential
pathogenic or toxigenic microorganisms, Candida Krusel, Staphylococous spp., Micrococous kristinge, Enterococcus durgns, et
Olestridium spp. Whenever Homrowm is rich in functional microorganism, it can expose to potential health or microbiclogical
risks. It should be appropriate to have closer look at its production and marketing practices.

KevwoRDs: Homowm, sanitary quality, microflora, Lysinibocillus fusiformis, Clostridium spp., Enterococcus durans, MALDI-TOF
identification, Algeria.
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Ultrasound conditioning
of Streptococcus thermophilus CNRZ 447:
growth, biofilm formation, exopolysaccharide production,
and cell membrane permeability

HAFIDHA KHADEM ?*, AICHA MEDDAH TIRTOUIL', MOUSTAPHA SOUNGALO DRABO®, BADRA BOUBAKEUR ' *

' A Bioconversion Laboratory, Microbiology Engineering and Health Safety,
Faculty of Nature and Life Sciences, University Mustapha Stambouli of Mascara, Algeria

% Ibn Khaldoun University, Tiaret, Algeria

? University Joseph Ki-Zerbo, Ouagadougou, Burkina Faso

Abstract

Sonication is one of the new and innovative approaches that is being increasingly used in food industry to control
fermentation processes and to eradicate spoiling. Recently, this approach has seen new industrial applications
such as enhancing microbial productivity. The present study aimed to assess the effects of ultrasound condition-
ing on the metabolism and extracellular matrix production of Streptococcus thermophilus. Bacterial suspensions
were treated in ultrasonic bath (35 kHz, 240/60 W peak/nominal power, 1.8 | capacity) for different time periods
(5, 10, 15, 20, 30, 45, and 65 min), and the growth improvement, adhesion ability, biofilm formation, and exopoly-
saccharide production of the bacterial strain were measured. The bacterial strain exhibited resistance to the treat-
ment, and the conditioning improved the growth, adhesion, membrane permeability, biofilm formation, and exo-
polysaccharide production ability. An optimal treatment was obtained for 30 minutes of conditioning. An excellent
yield of desirable exopolysaccharides (1788 mg glucose equivalent/l) was achieved. Ultrasound conditioning may
be used as a potential approach to enhance certain biotechnological properties of industrial microorganisms.

Key words: Streptococcus thermophilus, ultrasound conditioning, bacterial adhesion, biofilm, exopolysaccharides

Introduction

Lactic acid bacteria (LABs) are a group of microorga-
nisms that are generally recognized as safe (GRAS) and
are highly used in biotech industry (such as cell re-
actors) and healthcare (such as probiotics). They are
ranked second after yeasts as the most valued microbial
bioresource for humans (Xiao et al., 2014). For instance,
LABs were first used for fermentation in dairy industry,
and their use is related to their ability to transform basic
milk to high-grade products such as yogurt, cheese, ice
cream, and kefir. The principal qualities of dairy pro-
ducts are preservation from spoiling, organoleptic pro-
perties, and texturing/rheological properties (Novel,
1993; Mozzi et al., 1996). In addition, contemporary con-
sumers are increasingly anxious about the health-related

properties of food and are raising concerns for safety
and probiotic properties of dairy products. Because of
their beneficial uses, LABs are widely considered in
mainstream research, and many efforts have been made
to improve their functional properties. The most investi-
gated properties are their benefits to human health as
probiotics and their industrial performance as cell re-
actors (Burgain et al., 2011).

Probiotic properties imply the ability of the micro-
organisms to tolerate digestive tract conditions, to nest
in (at least for some time), to compete (through either
production of antimicrobial or outgrowth against patho-
gens), and/or to improve digestion and nutrition
(FAO/WHO, 2001; Boubakeur et al., 2018). Biofilm is
a physiological state of microorganisms that exhibits

* Corresponding author: A Bioconversion Laboratory, Microbiology Engineering and Health Safety, Faculty of Nature and Life Sciences, Univer-
sity Mustapha Stambouli of Mascara, Algeria; Ibn Khaldoun University, Tiaret, Algeria; e-mail: boubakeurbadra82@yahoo.fr;

hafidha.khadem®@univ-mascara.dz
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specific traits, including improving adhesion ability and
production of exopolysaccharides (EPS). Adhesion abi-
lity 1s an important characteristic that facilitates pro-
biotic nesting in the mucous membranes of the digestive
tract (FAO/WHO, 2001; O’Grady and Gibson, 2005).
EPS are biomolecules belonging to the class of dietary
fibers, which are known for their health effects as pre-
biotics and shield for the microorganisms against the
adverse gastric environment (Caggianiello et al., 2016;
London et al., 2016). In addition, these microbial meta-
bolites exhibit antispoiling, rheological, and textural pro-
perties in milk products (Patel et al., 2012). However,
only few dairy fermentative microorganisms can effi-
ciently produce these multifunctional molecules, and the
highest production yield currently reported is 3 g/1 (Wel-
man and Maddox, 2003). For instance, the most efficient
dairy fermentative bacteria Streptococcus thermophilus
(S. thermophilus) canyield only 1-2 g/l (Wu et al., 2014;
Kanamarlapudi and Muddada, 2017).

Many strategies have been investigated to enhance
microbial biosynthesis. These strategies include impro-
vements of the culture media and conditions (i.e., tem-
perature, pressure, pH, shear stress, and oxygen sup-
ply). The use of ultrasound is an emerging technology in
biotech industry to improve microbial performance
(Christi, 2003; Shikha et al., 2016). Ultrasounds are
human-inaudible sound waves (frequencies superior or
equal to 20 kHz) that can interfere mechanically and
chemically with cell structure, metabolism, and physio-
logy (Leighton, 2007). Few research studies have focu-
sed on investigating microbial conditioning by using this
technology in terms of biofilm and EPS production capa-
cities. In our previous study (Boubakeur et al., 2018), we
reported interesting functional properties (prebiotic
effects) of EPS of a local dairy starter isolate S. thermo-
philus. Therefore, with an interest in this microbial
metabolite, the purpose of this study was to investigate
the effects of ultrasound conditioning on biofilm forma-
tion, cell aggregation, EPS synthesis, and cell membrane
permeability properties of the reference starter culture
S. thermophilus CNRZ 447.

Materials and methods

Bacterial suspension preparation

The reference dairy starter culture S. thermophilus
CNRZ 447 was obtained from INRA Rennes-France

Xiv

microbial collection. To assess the purity of the strain, it
was grown aerobically on M17 agar (Pronadisa, Spain) at
42°C. An overnight grown new culture was always pre-
pared on M17 agar for analysis. The colonies were picked
with a Pasteur pipette and suspended in saline physio-
logical water to optical density (OD) of 0.11 (10"3 CFU/ml)
at 578 nm wavelength (BIOCHROM Libra S6).

Ultrasound conditioning

A series of glass test tubes were prepared, each contai-
ning 9 ml of M17 broth (Pronadisa) and 1 ml of
10° CFU/ml S, thermophilus, and sonicated using the cavi-
tation effect in Sonorex ultrasonic bath (35 kHz, 240/60 W
peak/nominal powers, 1.8 1 capacity) (SONOREX TK 52).
Briefly, the test tubes were placed in a porous rack and
put in the sonicator tank. The tank was filled to the mark
with 5% Tickopur R 33 (Sigma-Aldrich), and the sonication
was operated continuously. The time was measured with
a chronometer, and duplicate tubes were withdrawn after
5, 10, 15, 30, 45, and 65 minutes. The experiment was
performed at room temperature of 25°C.

Survival and growth ability

The sonicated bacterial suspensions were incubated
at 42°C for 24 h. Bacterial growth after the sonication
treatments was subjectively assessed through OD mea-
surement at 578 nm wavelength (BIOCHROM Libra S6).
The OD reading was then converted to CFU log10/ml.
The tolerance of the strain to sonication was also veri-
fied on agar plates.

Biofilm quantification

Microplate containing M17 broth was inoculated with
the sonicated inocula and then incubated at 37°C for
24h and the biofilm was quantified using the crystal
violet staining method as described by O'Toole (2011).
The stained biofilm was read at the determined optimal
wavelength of 492 nm (ELx800TM Biotek microplate
reader).

Membrane permeability

The cell membrane permeability was determined
using the quantification of the leaked protein and nucleic
acid according to Dai et al. (2016). The culture super-
natant was collected by centrifugation at 3000 g for
20 minutes and subsequently diluted (1:9 v/v super-
natant: distilled water). The extracellular proteins and
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nucleic acids were measured by absorbance (A) at 280
and 260, respectively. The membrane permeability (P%)
was calculated using equation (1):

P% =100 = (Aultrasound N Awithout u]tmsound) '}Au]tmsound (1)

Autoaggregation ability

The autoaggregation kinetics were measured accord-
ing to Kos et al. (2003). The bacterial suspension was
incubated for 18 h at 42°C and centrifuged at 5000 g for
15 minutes. The cell sediment was then washed twice
with saline phosphate buffer (PBS) and dissolved again
in PBS to achieve a cell concentration of 10" to 10°
(0D, = 0.11 at 578 nm). Subsequently, a 10 ml aliquot
was transferred into a glass test tube and isolated from
shocks. The OD of the 1-2 cm upper layer of the suspen-
sion was monitored after 1, 2, 3 and 4 hours (OD,). The
autoaggregation percentage (A%) was calculated using
equation (2):

A% =100 % (1 - OD,/OD,) )

EPS production

The ultrasonic-treated and nontreated bacterial su-
spensions in M17 broth were grown for 18 h at 42°C.
The EPS were released using a thermal shock in water
bath (80°C for 15 minutes) and ethanol precipitation as
described by Ricciardi et al. (2002).

EPS HPLC- profiling

The EPS of the isolate were HPLC-profiled using the
Agilent LC 1260 - Refractive index detector system. The
EPS were dissolved in 1 ml of HPLC grade water (Sig-
ma-Aldrich). Then, 100 pl of the extract suspension was
mixed with 200 pl of 2M HCI and sonicated for 45 min
a 45°C bath and continuously vortexed. The acid-hydro-
lyzed EPS volume was made up to 1 ml with the eluent
80% acetonitrile and 20% water (HPLC grade, Sigma-Al-
drich). A volume of 300 pl of crude extract was also mixed
with the eluent. The extracts were filtered (0.22 pm), and
a volume of 10 pl was injected. The crude and hydrolyzed
extracts were analyzed on an Agilent Zorbax Carbohydrate
analysis column (4.6 x 150 mm, 5 pm). The flow rate was
1.3 ml/minute, and the operation temperature was 30°C.

EPS quantification

Crude EPS extracts were quantified as glucose
equivalent according to the phenol-sulfuric acid method
(Dubois et al., 1956).

XV

Statistical analysis

All the analyses were performed in duplicate and
expressed as mean + standard deviation. ANOVA one-
way and Tukey’s HSD were performed with the signi-
ficance level of 0.05 by using Statistical Package for So-
cial Sciences (SPSS) 21.0.

Results and discussion

Effect of ultrasound conditioning on growth

The sonication effects on the growth ability of the
model strain S. thermophilus CNRZ 447 is shown in Fi-
gure 1. The species tolerated the sonication treatment
for the duration below 30 minutes. For longer treat-
ments (45 and 65 minutes), the sonication significantly
affected the bacterial growth ability (7.76 loglO vs
8.55 logl0 and 7.66 log 10 vs 8.55 logl0, respectively)
(P < 0.05), thus suggesting the destructive effect of the
ultrasound treatment. In contrast, Nguyen et al. (2009)
indicated that ultrasounds (20 kHz) can have dual effects
on bifidobacteria: a negative effect because of the reduc-
tion in the number of viable cells and a positive one be-
cause of the fact that broken or destroyed cells can pro-
vide essential nutrients and signaling molecules that can
promote culture growth. In agreement with our results,
low intensity ultrasounds and short exposition times
(less than 30 minutes) were demonstrated to improve
the growth ability of Lactobacilius helveticus PTCC
1332, Lactobacillus acidophilusPTCC 1643, Bifidobacte-
rium longum FTDC 8943, B. longum FTDC 2113, and
Lactobacillus caseiATCC 393 (Yeo etal., 2011; Hashemi
etal., 2018). It could be interpreted that ultrasounds can
interfere with bacterial metabolisms and conditions im-
portant for physiological effects (Christi, 2003; Leighton,
2007; Shikha et al., 2016). However, depending on the
application conditions (time, viscosity of the media, po-
tency, and frequency of the wave) of the sonication and
the characteristics of the bacterial species (cellular wall
structures), ultrasounds can have different consequen-
ces that are either deleterious or beneficial for the bac-
teria (Tabatabaie and Mortasavi, 2008; Kobayashi et al.,
2009). Tabatabaie and Mortasavi (2008) showed that
selected LABs could tolerate sonication at different in-
tensities. According to Garcin et al. (2015), LABs are
more resistant to high-power ultrasonic treatment than
yeast cells and suggested that this is due to the differen-
cesin cell sizes—sensitivity to sonication is greater when
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the cell is larger. Even among bacteria, cell sizes seem
to have an important contribution to resistance to soni-
cation treatment, as observed with our laboratory ex-
perience on resistance of Lactobacillus bulgaricus and
S. thermophilus strains (data not published).

Effect of ultrasound conditioning on biofilm propensity

The results of the biofilm propensity of the strain
S. thermophilus CNRZ 447 are presented in Figure 2.
Ultrasound conditioning improved the biofilm produc-
tion ability of the strain for the treatment durations of
15, 30, 45, and 65 minutes as compared to the control
without sonication (OD 0.20, 0.33, 0.22, and 0.25, res-
pectively vs 0.1 for control). The biofilm production de-
clined significantly to approximately 24-33% after 45 and
65 minutes of sonication as compared to the conditio-
ning time of 30 minutes. This observation could be asso-
ciated with the destruction of the bacterial cells with pro-
longed sonication treatments (Fig. 1). Generally, ultra-
sounds are being used as a cleaning technology to era-
dicate unwanted microorganisms and biofilms causing
contamination. Nonetheless, the treatment can be gau-
ged to trigger a stimulatory effect. As shown in Figure 1
and Figure 2, ultrasounds can destroy bacterial cells, but
they can also be considered as a stressing or an inter-
fering agent that can stimulate biofilm formation (a so-
phisticated protection mechanism of bacteria). We iden-
tified an optimal ultrasound conditioning time (30 minu-
tes) to stimulate biofilm formation by S. thermophilus
CNRZ 477. To the best of our knowledge, there is no
study on the biofilm stimulation effect of ultrasound on
LABs. Because of the long domestication of the LABs,
they have lost, in contrast to the pathogens, the ability
to produce consistent biofilms (Couvigny et al., 2015).
Here, we showed that the ultrasound technology can be
used to stimulate biofilm formation, which can be valu-
able for industrial microorganisms such as LABs. The
biofilm production capacity can enhance several perfor-
mances of the microorganisms, including resistance to
antimicrobial agents and some industrial operations
steps (shears and pH), the biosynthesis processes
(extracellular compounds), and the probiotic properties
(adhesion, colonization, and immunomodulatory effect)
(Czaczyk and Myszka, 2011; Couvigny et al., 2015; Cag-
gianiello et al., 2016).

@
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Fig. 1. Tolerance and growth ability of S. thermophilus CNRZ
447 as affected by ultrasound conditioning (values with diffe-
rent superscript letters (a, b, and c¢) are significantly different,

P<0.05)
. 0400
=)
o)
§ 0300
T
Q
£ 0200
[=
W
z
£ 0100
o
@ 0000

Control

Ultrasound condmomng tlme [mln]

Fig. 2. Biofilm propensity of S. thermophilius CNRZ 447 as af-
fected by ultrasound conditioning (values with different super-
script letters (a, b, and ¢) are significantly different, < 0.05)

Effects of ultrasound conditioning
on membrane permeability

The precise mechanisms associated with biological
activation with ultrasounds are still highly speculated.
The most suggested mechanism is that the ultrasonic
waves can induce microdiffusion, which can generate
strong convection and improve substrate transfer
(Christi, 2003; Leighton, 2007). Therefore, to under-
stand the mechanochemical interferences of the ultra-
sounds that may have affected the strain’s physiology,
the protein and nucleic acid diffusion was assessed. The
increase in the content of extracellular proteins and
nucleic acids was 55+7.07% and 1.55+0.7%, respecti-
vely. These results suggest that the ultrasounds had
a low effect on nucleic acid diffusion but induced a high
excretion of proteins, probably associated with the sti-
mulation of protein synthesis and/or membrane perme-
ability. The ultrasounds can effectively improve cell
membrane permeability, facilitate the flow of nutrients
and metabolites, and activate the metabolic processes
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Fig. 3. Autoadhesion of 5. thermophilus CNRZ 447 as affected by
ultrasound conditioning (* indicates that the value is significantly
different compared to the control without treatment (0.05))

(Pitt and Ross, 2003; Yang et al., 2010). The cell mem-
brane permeability is associated with passive diffusion of
the quorum-sensing protein signaling molecules that can
explain the stimulation of biofilm formation (Kamaraju
et al., 2011; Fitzgerald et al., 2018).

Effects of ultrasound conditioning on autoaggregation

Adhesion ability is a fundamental step for probiotics
to exert their health effect on the host. Several mole-
cules may be involved in this process, such as cell wall
teichoic and lipoteichoic acids, peptides and proteins,
peptidoglycans, and EPS (Sanchez et al., 2007). The
autoaggregation kinetics of the ultrasound-conditioned
cells were compared to those of the control cells, as
shown in Figure 3. S. thermophilus CNRZ 447 exhibited
strong autoaggregation ability (above 70% after 3 hours),
which is consistent with previous observations suggest-
ing that S. thermophilus species are known to have
strong adhesion ability (above 50%) (Leighton, 2007;
Khalil, 2010; Tuncer and Tuncer, 2014). Ultrasound-con-
ditioning (30 minutes treatment) significantly improved
the adhesion capacity of the strain (to approximately
82%) (P<0.05). We did not find any study that has eva-
luated the effect of ultrasounds on the aggregation ca-
pacity of this strain to better understand the nature of
the interactions between ultrasounds and the adhesive
properties of the strain. However, it could be inferred
that the ultrasound can erode the surface structure of
the cells and expose the adhesion molecules. Tabatabaie

and Mortasavi (2008) showed that after an ultrasonic
treatment (20 kHz) with increasing duration, some pro-
teins of the cell wall were activated and promoted good
adhesion of the bacteria to surfaces.

Effects of ultrasound conditioning on EPS production

HPLC-profiling (Fig. 4) revealed that S. thermophilus
CNRZ 447 EPS was mainly composed of two triholosides
constituted mostly of glucose. The exact monosaccha-
ride composition of the EPS was not adequately deter-
mined. Nonetheless, .S. thermophiius species has been
reported to produce heteropolysaccharides (Ricciardi
et al., 2002; Kanamarlapudi and Muddada, 2017); how-
ever, the structural characterization of EPS of the
S. thermophilus strains still needs further characteriza-
tion. The present study showed that the S. thermophilus
strain has important potential to produce EPS (Table 1).
Ultrasound conditioning enhanced the metabolic activity
of the strain and it outperformed EPS production
(1745 mg glucose equivalent/l vs 176 +4 mg glucose
equivalent/l) for an optimal time of 30 minutes of soni-
cation. Importantly, EPS production increased after
15 minutes of sonication but declined after 65 minutes
(541 £0.1 mg glucose equivalent/l and 83 + 3 mg glucose
equivalent/l, respectively). The decrease in EPS produc-
tion after the prolonged sonication time might be ex-
plained by the deleterious effects of the treatment. Ade-
quate time conditioning is thus essential for the use of
ultrasound to improve the properties and performance
of the beneficial microorganisms. Moncada and Aryana
(2012) observed that low-potency sonication and control-
led duration of exposure improve the desired properties
of S. thermophilus, such as resistance to hostile gastro-
intestinal tract conditions (bile and pH) and secretion of
bioactive metabolites. The performance achieved was
comparable to the maximum EPS yield of S. thermophilus
species (1-2 g/1) (Wu et al., 2014; Kanamarlapudi and
Muddada, 2017). In agreement with our previous study
(Boubakeur et al., 2018), it was possible to improve EPS
yield (from 200 to 826 mg glucose/l, P<0.05) by conditio-
ning S. thermophilus with polyphenol extract and to de-
monstrate their properties as prebiotics.

Conclusions

The present study reported the potential of soni-
cation in improving bacterial metabolism, conditioning
biofilm physiological traits, and enhancing EPS produc-
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Fig. 4. HPLC-profiling of EPS of 5. thermophilus CNRZ 447: A) A unique characteristic peak was observed in the EPS hydrolysis
at 20.4 minute; it was identified as glucitol, which suggests that, B) the EPS is composed of at least two distinct triholosides
(between 7 and 10 minutes) that are constituted of mainly glucose residues

Table 1. EPS productivity of 5. thermophilus CNRZ 447 as affected by ultrasound conditioning

Time [min] Control

15 min

30 min 65 min

EPS [mg glucose/l] | 176 £ 4*

541 +0.1°

1745+ 12° | 83+3¢

Values with different superscript letters (a, b, ¢, and d) are significantly different (F< 0.05)

tion of a potential dairy starter and probiotic strain.
There is increasing interest in the health-promoting
properties of probiotics and their EPS. Physical conditio-
ning techniques such as ultrasound should be further
explored and used to enhance the properties of bene-
ficial microorganisms.
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