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Les cultures protectrices ont été utilisées depuis des siecles dans la fermentation d’une variété de produits alimentaires. La
capacité de conservation des aliments par ces cultures est attribuée a la production de métabolites antimicrobiens, notamment
des acides organiques et des bactériocines. Mais pour garantir une extension de la durée de conservation et une meilleure sécurité
des aliments, la démarche consistant a multiplier les barrieres antimicrobiennes dans la matrice alimentaire s’avere nécessaire.
Cette démarche utilise généralement la température, Iactivité de ’eau (A, ), le pH, le potentiel redox (Eh), les conservateurs
chimiques, les emballages sous vide, I’atmosphere modifiée, la haute pression hydrostatique (HHP) et I’'UV comme barrieres
additionnelles aux cultures protectrices et/ou leurs composés antimicrobiens (principalement les bactériocines). Cet article
passe en revue la bibliographie récente décrivant les cultures protectrices et les différentes voies qu’elles utilisent pour
inhiber la flore indésirable. Sont également brievement présentés : la classification, la biosynthese, le mécanisme d’action des
bactériocines produites par ces cultures protectrices et enfin I’avantage d’utiliser des barrieres additionnelles en appoint aux
cultures protectrices et/ou leurs bactériocines.

Mots-clés. Cultures protectrices, bactériocines, biopréservation, technologies d’obstacles.

Protective action of cultures: the case of lactic bacteria against undesirable food flora. Protective strains have been
used for centuries in the fermentation of a variety of food. The preservative ability of these strains in food is attributed to the
production of antimicrobial metabolites including organic acids and bacteriocins. But to secure an extension of shelf life and
better food safety, the multiple antimicrobial barriers approach is required. This approach typically uses the principal hurdles
temperature (higher or lower), water activity (A ), pH, redox potentiel (Eh), chemical preservatives, vacuum packaging,
modified atmosphere, high hydrostatic pressure (HHP) and UV, as additional barriers to protective cultures and/or antimicrobial
compounds. This paper reviews the recent literature describing the protective cultures and different ways they use to suppress
unwanted flora. Are also briefly presented, classification, biosynthesis, mechanism of action of bacteriocins produced by these
cultures and finally the protective benefit of using additional barriers to booster protective cultures and/or their bacteriocins.
Keywords. Protective cultures, bacteriocins, biopreservation, hurdle technology.

I.INTRODUCTION

La contamination et la détérioration des produits
alimentaires par les micro-organismes sont un probléme
quin’est pas encore sous contrdle malgré ladisponibilité
de la panoplie de techniques de conservation fiables et
adéquates (e.g., réfrigération, congélation, stérilisation,
séchage, préservation, etc.). Soucieux de résoudre
ce probleme tout en se conformant a la demande des
consommateurs qui refusent les aliments préparés
avec des agents conservateurs d’origine chimique, les
fabricants de produits alimentaires se penchent de plus
en plus sur des techniques de préservation beaucoup
plus douces. Ces techniques douces de préservation
conduisent a I’obtention d’aliments présentant un

aspect beaucoup plus naturel avec une qualité nutritive
excellente. Ces techniques sont notamment basées
sur I’activité antimicrobienne naturelle associée a des
souches bactériennes agissant comme des cultures
protectrices. Ces bactéries ont une longue tradition
en matiere de sécurité alimentaire et de nombreuses
applications potentielles en tant qu’agents de
conservation. Ces cultures protectrices regroupent un
ensemble d’especes hétérogenes dont le trait commun
est la production de substances antimicrobiennes. Elles
appartiennent a divers genres comme Bifidobacterium,
Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus, Leuco-
nostoc, Pediococcus, Streptococcus et Carnobacte-
rium. Ces cultures exercent une action antagoniste
sur la croissance des micro-organismes indésirables
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et/ou pathogenes et ce, sans modifier les propriétés
organoleptiques du produit (Vermeiren etal.,2004). Ces
souches protectrices sont souvent bactériocinogénes
ou non bactériocinogenes.

L’objectif de cette revue bibliographique est
donc de faire le point sur I’état des connaissances en
matiere de cultures protectrices utilisant les bactéries
lactiques comme fil conducteur. Nous examinerons
donc successivement les phénomenes d’inhibition
engendrés par les principaux métabolites synthétisés
par ces cultures protectrices et I’avantage de créer des
barrieres ou obstacles multiples par combinaison de
différents processus et méthodes de conservation pour
inhiber la croissance microbienne dans les matrices
alimentaires.

2. DEFINITION D’UNE CULTURE
PROTECTRICE

Une culture protectrice est une culture antagoniste
ajoutée a un produit alimentaire pour inhiber les
bactéries pathogenes et/ou altérantes et ainsi prolonger
sa date de péremption en modifiant le moins possible
ses propriétés organoleptiques (Vermeiren et al., 2004).

La caractéristique qui fait I'unité de ce groupe
bactérien est la production de I’acide lactique a partir
de différents substrats carbonés. En dehors de ce
point commun, les nombreux genres et especes qui
constituent ce groupe présentent une grande diversité
de caractéristiques morphologiques et physiologiques.
Cela se traduit par I’existence, au sein des especes,
de nombreuses souches possédant des propriétés
technologiques différentes (Desmazeaud, 1998). Les
cultures protectrices sont constituées généralement de
cellules vivantes, procaryotes et hétérotrophes dont
les caractéristiques sont les suivantes: bacilles ou
coques gram*, généralement immobiles, asporulés,
aérotolérants, chimiotrophes et ne possédant ni
catalase, ni nitrate-réductase, ni cytochrome oxydase
(Stiles et al., 1997). Le genre le plus fréquemment isolé
des levains est le genre Lactobacillus.

2.1. Le genre Lactobacillus

Les lactobacilles sont présents naturellement dans
la nature et sont rarement pathogenes. Ce sont des
cellules allongées, régulieres en forme de batonnets ou
coccobacilles isolés ou en chainettes de taille variable,
asporogenes,immobiles ou mobiles grace a des flagelles
péritriches, anaérobies facultatifs. Leurs exigences
nutritionnelles complexes et leurs températures de
croissance (2 a 53 °C) sont tres variables d’une espece
a ’autre, mais elles sont toutes acidophiles avec un pH
optimal de croissance de 5,5 a 6,2. Leurs pourcentages
en GC sont de 36 a 47. Leur mode de fermentation

donne lieu a une classification répartie en trois groupes

distincts :

— Le groupel regroupe les lactobacilles homo-
fermentaires stricts qui ne fermentent que les
hexoses par la voie d’Embden-Meyerhof en
produisant presque exclusivement du lactate.
Ce groupe comprend notamment Lb. acidophilus,
Lb. farciminis, Lb. johnsonii, Lb.amylovorus,
Lb. paralimentarius(Caietal.,1999), Lb. delbrueckii
subsp. delbrueckii, Lb.delbrueckii subsp. lactis,
Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus (Torriani et al.,
1999), Lb. nantensis (Valcheva et al., 2000) ;

— Le groupeIl renferme les lactobacilles homo-
hétérofermentaires  facultatifs qui fermentent
les hexoses, mais aussi les pentoses en lactate et
acétate par la voie d’Embden-Meyerhof. Il s’agit en
particulier  de  Lb.alimentarius,  Lb. casei,
Lb. curvatus, Lb. plantarum, Lb. graminis,
Lb. paracasei, Lb. paraplantarum, Lb. pentosus,
Lb. sakei (Stiles et al., 1997). Ces especes
bactériennes sont présentes dans les végétaux
fermentés comme I’ensilage et dans les produits
carnés et laitiers fermentés ;

— Le groupe IIl regroupe les lactobacilles hétéro-
fermentaires stricts qui fermentent les hexoses
en lactate, acétate (ou éthanol) et CO,. Les
pentoses aussi sont fermentés en lactate et en acétate.
Ces Lactobacillus ont un faible pouvoir acidifiant
et produisent des substances aromatiques. Il s’agit
notamment de Lb. brevis, Lb. buchneri,
Lb. fermentum, Lb. hilgardii, Lb. fructivorans,
Lb.panis (Wiese et al., 1996), Lb.pontis,
Lb. reuteri, Lb. hammesii (Valcheva et al., 2005),
Lb. sanfranciscensis, Lb. spicheri, Lb. kimchii
et Lb. frumenti (Miiller et al., 2000). Ces especes
se retrouvent dans les levains de panification et les
produits laitiers fermentés (Oheix, 2003).

Activité antimicrobienne des cultures protectrices.
Les cultures protectrices, notamment les bactéries
lactiques, ont un réle fondamental dans I’inhibition des
flores non lactiques, dont certaines sont préjudiciables
a la qualité des produits alimentaires. Cette action est
due a I’abaissement du pH (qui inhibe la croissance
de la plupart des germes non lactiques), a la toxicité
des acides organiques, du peroxyde d’hydrogene et du
diacétyle, mais aussi a la sécrétion de bactériocines
(composés bactéricides) et des substances antifongiques
(Desmazeaud, 1998).

Cultures protectrices bactériocinogenes. Les cultures
protectrices bactériocinogeénes sont généralement
constituées de bactéries lactiques représentant un
groupe hétérogéne de micro-organismes produisant
des bactériocines en plus des produits de métabolisme.
Elles colonisent et sont impliquées dans un grand
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nombre de fermentations spontanées de produits
alimentaires comme les produits laitiers, carnés,
halieutiques, végétaux et les céréales (Stiles et al.,
1997), ce qui a conduit a la reconnaissance de leur statut
GRAS (Generally Recognized As Safe) (Klaenhammer
et al., 2005). Actuellement, ces bactéries lactiques
regroupent treize genres bactériens différents : Lacto-
bacillus, Bifidobacterium, Leuconostoc, Lactococcus,
Enterococcus, Streptococcus, Pediococcus, Carno-
bacterium, Oenococcus, Weissella, Aerococcus, Tetra-
genococcus et Vagococcus. Elles sont principalement
utilisées en tant que starter dans les produits alimentaires
fermentés ou elles permettent de développer certaines
caractéristiques organoleptiques et d’augmenter la
durée de conservation (Hugenholtz et al., 1999). Les
bactériocines produites par ces cultures sont, selon
Garneauetal.(2002),des molécules de nature protéique,
sécrétées dans le milieu extracellulaire et douées d’une
activité bactéricide dirigée essentiellement contre
des bactéries taxonomiquement proches de la souche
productrice et contre certains pathogénes tels que
Bacillus, Clostridium et Listeria. Ces bactériocines,
selon Diep et al. (2002), représentent une large classe de
substances antagonistes qui varient considérablement
du point de vue de leur poids moléculaire, de leurs
propriétés biochimiques, de leur spectre d’action et de
leur mode d’action. Toutes les bactériocines produites
par des bactéries lactiques décrites jusqu’a présent ont
une activité dirigée uniquement contre les bactéries
Gram* car la membrane externe des bactéries Gram™ ne
permet pas aux bactériocines d’atteindre la membrane
interne, siege de leur activité.

Il convient de signaler, par ailleurs, que I’effet de ces
cultures protectrices dans les denrées alimentaires peut
étre limité par des mutations génétiques occasionnant
un arrét de la synthese des métabolites antimicrobiens.
La diffusion de la bactériocine a travers les matrices
solides peut également étre limitée et elle peut &étre
désactivée par des enzymes (Kouakou et al., 2008).
A coté de ces cultures bactériocinogenes, il existe
des cultures non bactériocinogeénes qui ne produisent
pas de bactériocines, mais agissent en produisant des
métabolites tels que des acides organiques (acide
lactique et acétique), le peroxyde d’hydrogene et le
diacétyle. Leurs effets antimicrobiens résultent de
I’accroissement de la concentration de ces métabolites
suite a la croissance des bactéries lactiques (Alves
et al., 20006).

2.2. Législation et reglementations pour
P’application des bactériocines

D’un point de vue législatif, les bactériocines sont
utilisées en tant qu’additifs alimentaires. Jusqu’a
présent, seule la nisine, un lantibiotique, est acceptée
comme additif alimentaire (E234) (Guinaneetal.,2005).

341

En général, I’application des bactéries productrices de
bactériocines dans les produits alimentaires peut étre
intéressante tant au niveau législatif qu’économique.
L’utilisation de souches bactériocinogénes comme
additifs alimentaires ne nécessite pas une législation
particulicre dans de nombreux pays (par exemple,
USA) si le micro-organisme posseéde le statut de GRAS.
Mais s’il s’agit d’utiliser de la bactériocine purifiée
comme conservateur, la substance doit obligatoirement
étre approuvée comme GRAS. Pour que cet agrément
soit accordé, la bactériocine doit étre génétiquement et
chimiquement identifiée et caractérisée. Son utilisation
et son efficacité doivent étre démontrées ; le processus
de fabrication doit étre décrit, le dosage utilisé pour
la quantification et pour la normalisation du peptide
doit aussi étre démontré. Les donnés toxicologiques et
le sort de la molécule apres ingestion sont également
nécessaires (Ananou et al., 2007).

2.3. Activité antifongique des cultures protectrices

Des substances comme 1’acide phényllactique et
I’acide 4-hydroxy-phényllactique, isolées des souches
de Lb. plantarum 21B et 20B, ont montré une activité
inhibitrice contre Aspergillus, Penicillium et Monilia.
Par ailleurs, une gamme d’acides organiques tels que
les acides acétique, formique, caproique, propionique,
butyrique et valérique libérés par Lb. sanfranciscensis
CBI1, possedent le méme effet contre Aspergillus,
Fusarium, Penicillium et Monilia. Ces acides agissent
d’une maniere synergique (Lavermicocca et al., 2003 ;
Gobbetti et al., 2005).

3. MECANISME D’INHIBITION DE LA FLORE
INDESIRABLE PAR LES PRINCIPAUX
METABOLITES

3.1. Par production d’acides organiques

Au niveau de la bactérie cible, les premieres
structures touchées par [D’acidification du milieu
extracellulaire sont évidemment les macromolécules
de surface (flagelle, pili, récepteur chimique, protéines
périplasmiques, paroi, etc.). Les bactéries cibles ont
peu de possibilités de protéger ces structures : soit elles
modifient la structure des sites de fixation des composés
acides au niveau de leurs membranes, soit elles évitent
la perte de mobilité suite au stress acide en modulant ou
en utilisant une voie métabolique alternative (Metzner
etal., 2004). Si, pour une raison quelconque, les
bactéries cibles n’arrivent pas a modifier la structure
des sites ou proposer une alternative pour éviter la
perte de mobilité due au stress acide, les protons vont
entrer dans la cellule par le changement de gradient de
concentration autour de la paroi bactérienne (Dilworth
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et al., 1999). La baisse du pH intracellulaire (pHint)
provoquée par cet afflux de protons entraine des
perturbations de flux métabolique et des dommages au
niveau des macromolécules de surface (Foster, 1999).
Cette baisse de pHint va aussi favoriser I’oxydation
des lipides, modifiant ainsi leur état d’ionisation
et de facto leurs propriétés d’interaction avec les
autres constituants cellulaires. Le méme phénomene
est observé pour les protéines, pour lesquelles une
baisse de pH va entrainer une augmentation des
charges positives, donc une modification de leur état
d’ionisation qui va modifier leur configuration spatiale
etaltérer leur fonctionnalité. Cette modification de I’état
d’ionisation va également perturber la transcription des
genes. Au bas pH, I’ADN lui-méme est fragmenté par
altération des bases puriques et pyrimidiques (Cotter
et al.,2003).

Il convient de signaler que c’est la production
d’acides organiques, notamment [’acide lactique et
acétique, qui est a la base de la diminution du pH du
milieu et, par conséquent, de la chute du pHint des
bactéries cibles. L’acide lactique est le métabolite
majeur produit par les bactéries lactiques. Au cours de
la fermentation, lorsqu’on atteint des niveaux de pH
bas, une grande quantité de 1’acide lactique est contenue
dans sa forme indissociée (AH). Cette forme indissociée
étant lipophile, elle peut diffuser passivement a
travers la membrane, se dissocier dans le cytoplasme
et provoquer une chute du pHint par la libération des
protons, détruisant ainsi le gradient électrochimique de
proton de la bactérie cible. Il s’en suit une augmentation
de la turgescence cellulaire et une inhibition des voies
métaboliques par I’accumulation de la forme anionique
(A-) interagissant avec les protéines. On note aussi
une altération de la perméabilité membranaire qui
engendrerait une perturbation des systemes de transport
de substrats (Cotter et al., 2003).

En effet, ’acide acétique produit a faible échelle
lors de la fermentation peut interagir avec les
membranes cellulaires pour causer une acidification
intracellulaire et une dénaturation protéique. Son
activité antimicrobienne est plus efficace que celle
de I’acide lactique, étant donné sa plus grande valeur
de pKa (acide lactique 3,08 et acide acétique 4,75) et
son grand pourcentage en formes non dissociées par
rapport a I’acide lactique a un pH donné (Cotter et al.,
2003). L’acide acétique est plus inhibiteur de Listeria
monocytogenes que 1’acide lactique, car ce dernier,
en abaissant le pH du milieu, favorise I’augmentation
de la toxicité de 1’acide acétique. IIs agissent donc de
facon synergique (Ahmad et al., 1989).

3.2. Par production de bactériocines

Les bactériocines inhibant la flore indésirable et les
bactéries Gram® potentiellement pathogenes telles

que Listeria monocytogenes et Staphylococcus

aureus, sont produites par différentes especes de

cultures protectrices comme Lb. sakei (Tantillo et

al., 2002), Lb. curvatus (Benkerroum et al., 2005),

Lb. plantarum (Enan et al., 1996), Lb. casei (Vignolo

et al., 1993), Pediococcus acidilactici (Foegeding

et al., 1992), Lactococcus lactis (Benkerroum et

al., 2005), Enterococcus faecium (Line et al., 2008),

Staphylococcus xylosus (Papamanoli et al., 2002),

Staphylococcus carnosus (Papamanoli et al., 2002),

etc. Selon leurs caractéristiques structurelles et leurs

activités biologiques, trois classes de bactériocines ont
été définies (Diep et al., 2002) :

— Classe I : les lantibiotiques (taille <5 KDa) ren-
ferment dans leur séquence des acides aminés
inhabituels tels que la lanthionine et la B-méthyl-
lanthionine ;

— Classe I : petits peptides non lantibiotiques (taille
< 10 KDa) thermorésistants ;

— Classe III : protéines thermolabiles de poids molé-
culaire supérieur a 30 KDa.

En complément a ces trois classes, on note un
quatrieme groupe (la classe IV) qui renferme de petits
peptides cationiques de structure cyclique (Maqueda
et al.,2004).

Les bactériocines présentent des modes d’action
similaires. Il se forme en effet un pore dans la
membrane de la cellule cible, occasionnant une
perméabilité de celle-ci et donc une dissipation de
la force proton motrice, entrainant la mort cellulaire
(Bauer et al., 2005). Le mécanisme de formation des
pores n’est pas connu, méme si I’hypothese la plus
courante est 1’association de différentes molécules de
la bactériocine (Diep et al., 2007).

Le mécanisme de la biosynthese des bactériocines
par les bactéries est généralement régulé par un
systeme de Quorum Sensing qui est un mécanisme de
régulation contrélant I’expression de genes localisés
soit sur le chromosome, comme c’est le cas de la
mersacidine (Altena et al., 2000), soit sur un plasmide,
comme c’est le cas de la sakacine A (Axelsson et al.,
1995), ou sur un transposon, comme c’est le cas de
la nisine (Rauch et al., 1992) et de la lacticine 481
(Dufour et al., 2000). Les transposons étant des
fragments linéaires d’ADN double-brin qui peuvent
« sauter », avec ou sans réplication simultanée, du
chromosome bactérien sur un plasmide ou d’un site
sur un autre site du chromosome (Mainil, 2005). Les
bactériocines excrétées dans le milieu extracellulaire
sont d’abord produites sous forme de pré-peptides non
biologiquement actifs, puis subissent des modifications
post-traductionnelles pour devenir des peptides actifs.
Dans le cas de la nisine par exemple, trois types de
transposons d’une taille de 70 kb contenant les genes
responsables de la synthese de nisine ont été identifiés
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chez Lc. lactis sp. (Rauch et al., 1992 ; Rauch et al.,
1994). Les types1 et II regroupent les transposons
conjugatifs portant respectivement les genes de
structure nisA et nisZ codant pour le pré-peptide de
la nisine A et Z. Les membres du type III contiennent
le géne de structure nisZ mais sont non conjugatifs,
c’est-a-dire ne possédant pas de genes de résistance
aux antibiotiques. Les transposons portent également
les génes codant pour des protéines impliquées dans
les modifications post-traductionnelles du pré-peptide.
Ces génes sont nommés nisB, nisC et nisP : le gene
nisB pour la déshydratation, le nisC pour la cyclisation
et le nisP pour le clivage du peptide signal. Le gene
responsable du transport de la bactériocine du milieu
intracellulaire vers le milieu extracellulaire de la souche
productrice est noté (nisT). Ceux qui sont responsables
de son immunité contre sa propre bactériocine sont
notés nisl, nisF, nisE et nisG, et ceux qui codent pour
les facteurs de régulation de la transcription sont notés
niskK et nisR (Kleerebezem et al., 2001). La production
de nisine évolue en fonction de la phase de croissance.
Elle débute au milieu de la phase exponentielle pour
atteindre un maximum a la fin de cette phase de
croissance (Kleerebezem et al., 2001). La régulation
se fait via la transcription d’un peptide d’induction
toujours par un systeme de type « Quorum Sensing ».
La densité du peptide d’induction présent dans le
milieu induit 1’activation de 1’expression des geénes
(Kleerebezem, 2004). Comme la nisine, la biosynthese
de la sakacine P (bactériocine appartenant a la
sous-classe Ila) produite par Lactobacillus curvatus
CWBI-B28 (Dortu et al., 2008 ; Privat et al., 2010) est
régulée également par un systeme de Quorum Sensing
a trois geénes principaux qui code respectivement
pour un peptide d’induction, une histidine kinase et
un régulateur de réponse (Eijsink et al., 2002). En
effet, la bactériocine est d’abord produite sous la
forme d’un pré-peptide non biologiquement actif dont
la séquence N-terminale (contenant une vingtaine
d’acides aminés) appelée séquence signal est clivée
par le domaine protéasique du transporteur ABC lors
de son passage a travers la membrane plasmidique vers
le milieu extracellulaire. Le pré-peptide devient ainsi
un peptide biologiquement actif (Ennahar et al., 2000).
Lorsque le milieu extérieur s’appauvrit en cet élément
biologiquement actif (bactériocines), le peptide
d’induction est produit a basse concentration dans le
milieu intracellulaire comme un pré-peptide de bas
poids moléculaire hydrophobe et stable a la chaleur.
La partie N-terminale de ce peptide d’induction est
clivée au niveau d’un doublet glycine lors de son
excrétion par le transporteur ABC exactement comme
dans le cas du pré-peptide (Eijsink et al., 2002). A une
certaine concentration externe du peptide d’induction,
I’histidine kinase transmembranaire est activée. Il s’en
suit une phosphorylation du régulateur de réponse et
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I’activation de 1’expression des geénes de structure,
d’immunité et de transport : ici, c’est le pré-peptide
qui est produit et va suivre les différentes étapes pour
se transformer en un peptide biologiquement actif.
Le systéme est donc auto-induit (Drider et al., 2006).
L’organisation génétique et le mécanisme de production
d’un lantibiotique (exemple de la nisine) sont montrés
a la figure 1. Cependant, il a été récemment suggéré
que le geéne codant pour le régulateur de réponse de
la sakacine P (sppR) pouvait produire deux protéines
presque identiques : une protéine compléte et une autre
avec I’extrémité N-terminale tronquée. Cette deuxieme
protéine tronquée peut alors réprimer I’expression
des genes codant pour la sakacine P, probablement
par interférence avec la molécule complete (Straume
et al., 2007). Il convient de signaler, par ailleurs, que
certaines bactériocines de classe Ila sont excrétées
par un systeme appelé « sec-dependent pathways »
(Keyser et al., 2003), ce mécanisme étant basé sur la
translocation du peptide par un pore aqueux composé
de plusieurs protéines (Rusch et al.,2007). Les peptides
signaux de ces bactériocines ne contiennent pas de
doublet glycine, mais seront quand méme clivés par
une peptidase durant la translocation (Sanchez et al.,
2007). A ce jour, peu d’informations sont disponibles
concernant la régulation de la production des
bactériocines de classe IIb. Cependant, il a ét€ montré
qu'un systeme de régulation a trois composantes,
identique a celui retrouvé pour les bactériocines de
classe Ila,estimpliqué dans la productionde I’ABP-118
par Lactobacillus salivarius subsp. salivarius UCC118
et des plantaricines E/F et J/K par Lactobacillus
plantarum C11 (Oppegard et al., 2007).

4. FACTEURS INFLUENCANT L’EFFICACITE‘
DES BACTERIOCINES DANS LES SYSTEMES
ALIMENTAIRES

L’application de bactériocines, en particulier la
nisine, dans les syst¢mes alimentaires a été largement
étudiée (Dhindale et al., 2009). On sait maintenant
que la production et I’activité des bactériocines dans
les systemes alimentaires peuvent €tre influencées
par de nombreux facteurs, notamment ceux affectant
négativement la production : conditions physiques et
composition chimique inadéquates des aliments (pH,
température, nutriments, etc) ; perte spontanée de la
capacité de production des bactéries ; inactivation
par les phages de la souche bactériocinogene ;
antagonisme et effet des autres micro-organismes
dans les aliments (Hornb&k et al., 2004). L’efficacité
de D’activité des bactériocines dans les aliments est
négativement affectée par I’apparition de cellules
résistant a la bactériocine ainsi que la formation
de spores. En outre, dans les produits solides, les
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Figure 1. Régulation de la production, modifications post-traductionnelles et auto-immunité de la nisine : le substrat NisA
est le prépeptide non biologiquement actif qui sera déshydraté par NisB et cyclisé par NisC avant sa translocation par le
transporteur ABC NisT et le clivage de la séquence signal par la protéase NisP. Ces modifications conduiront au peptide
biologiquement actif. La nisine interagira avec 1’histidine kinase NisK, ce qui induira la phosphorylation du régulateur de
réponse NisR et I’activation de la transcription des génes nécessaires a la production de la nisine. La protection de la cellule
bactérienne vis-a-vis de la nisine est réalisée par deux mécanismes : la lipoprotéine d’immunité NisI et I’ABC transporteur
formé par NisG, NisE et NisF — Production post-translational modifications and auto-immunity mechanisms for nisin. NisA
substrate is the prepeptide and has no biological activity. It will be dehydrated by NisB and cyclised by NisC before its
translocation by the ABC transporteur NisT and the cleavage of the signal peptide by the protease NisP. The biologically
active peptide will interact with the histidine kinase NisK, which will induce the phosphorylation of the response regulator
NisR and the activation of the bacteriocins genes expression. Two mechanisms protect the cell towards nisin: the immunity

lipoprotein Nisl and the ABC transporter (NisG, NisE and NisF) (Patton et al., 2005).

bactéries cibles peuvent former des microcolonies ou
des biofilms dont la résistance aux bactériocines peut
étre plus élevée (Schobitz et al., 2003). Il y a aussi les
conditions environnementales inadéquates telles que
la forte rétention des molécules de bactériocine par
les composants du systeme alimentaire (protéines,
graisses), |’ inactivation des bactériocines par les additifs
chimiques censés protéger le produit, la dégradation
de la bactériocine par les protéases (Kouakou et al.,
2008), la diffusion et la solubilité plus lente et/ou la
distribution irréguliere des molécules de bactériocine
dans la matrice alimentaire (Kouakou et al., 2008).

4.1. Le stress subi par la bactérie cible

L’exposition des bactéries cibles a une condition
environnementale défavorable, tel un pH modérément
acide avant un stress, va lui conférer une résistance
bien supérieure a celle observée quand le stress
est appliqué directement (Foster et al., 1990). La
réponse des bactéries au stress est donc une réponse
adaptative. Elle est fonction de 1’état physiologique

initial dans lequel la cellule se trouve, de I’intensité et

de la nature du stress subi. Il a été démontré que des
protéines de stress sont produites lorsqu’une bactérie
est soumise a des conditions défavorables. Ainsi, chez
Salmonella typhimurium, 60 et 48 protéines de stress
sont exprimées respectivement en phase exponentielle
et en phase stationnaire de croissance (Audia et al.,
2001). Le role de ces protéines est de prévenir et de
réparer les dommages subis par les macromolécules.
Les protéines de stress peuvent permettre la régulation
de I’expression des genes de résistance, comme les
facteurs de transcription 0B chez les bactéries Gram*
ou oS pour les entérobactéries ou étre directement
impliquées dans la résistance au stress acide comme
la glutamate décarboxylase (GAD). L’ensemble des
mécanismes de résistance au stress est complexe et fait
intervenir de multiples facteurs a différents niveaux de
la machinerie cellulaire.

Les facteurs 0B et oS interviennent au niveau
des signaux extracellulaires et sont associés de fagon
générale a la réponse des cellules induite par différents
stress. Codés par le gene RpoS, les facteurs 0B et 0S
permettent I’activation d’un grand nombre de geénes
(Wemekamp-Kamphuis et al., 2004). Par exemple, des
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mutants 0B- de Listeria monocytogenes sont 10 000 fois
plus sensibles a un stress acide que les cellules natives.
Mais une fois adaptés, ces mutants deviennent 10 fois
plus résistants que les mutants non adaptés, ce qui met
en évidence des réponses adaptatives dépendantes et
indépendantes du facteur 0B (Abee et al., 1999).

5. CULTURES PROTECTRICES COMME
CONSERVATEURS BIOLOGIQUES

Les études focalisées sur l’application de cultures
protectrices comme conservateurs biologiques dans
les aliments ont montré plusieurs avantages, dont
notamment ’extension de la durée de conservation
des aliments, la réduction de la transmission de
maladies via la chaine alimentaire et la réduction
des pertes économiques liées a la dégradation
bactérienne (Thomas et al., 2000). Mais la capacité de
conservation des aliments par ces cultures est attribuée
principalement a la production d’un métabolite noble
qui est la bactériocine. Cela dit, il faut s’assurer que la
bactériocine produite par la souche bactériocinogene
ait un large spectre d’activité vis-a-vis des bactéries
cibles, sans que la flore utile dans certains produits
soit affectée. Il faut s’assurer également que la
souche bactériocinogeéne incorporée ne détériore pas
la qualité organoleptique de 1’aliment fermenté. Les
conditions de culture (température, pH, A , exigences
nutritionnelles dans [’aliment) doivent également
convenir au développement du micro-organisme
souhaité (Rodgers, 2001). Il est établi, par ailleurs,
que malgré que toutes ces conditions soient satisfaites,
certains pathogenes alimentaires tels que Listeria restent
difficilement contrélables par les cultures protectrices.
Il a été rapporté a ce propos que les bactériocines
produites par plusieurs bactéries lactiques exercent un
effet bactéricide transitoire contre L.monocytogenes,
souvent suivi par une nouvelle croissance de Listeria
(phénomene de rebond) dans les modeles alimentaires
contenant la souche bactériocinogene (Bhatti et al.,
2004). Ce phénomene de rebond pourrait étre dii a
des facteurs qui limitent sérieusement 1’activité de la
bactériocine (la faible production de bactériocine due
a une carence en nutriments, le pieége que constitue la
matrice alimentaire pour la bactériocine, 1’action de la
matic¢re grasse, des protéines, des sels, des protéases,
etc.) (Schillinger et al., 1991). Pour remédier a ces
problemes, les chercheurs et les industriels de I’agro-
alimentaire vont privilégier d’autres alternatives,
notamment celles se rapportant a ’action combinée
de différents processus et méthodes de conservation
pour inhiber la croissance microbienne. Ce concept de
barriere ou obstacle technologique a été appliqué pour
la premiere fois par Leistner en 1978 (Leistner, 1978).
Cet auteur stipule que la sécurité microbienne, la
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stabilité ainsi que la qualité sensorielle et nutritionnelle
des aliments sont meilleures lorsque celles-ci sont
basées sur I’application combinée de conservateurs
que les micro-organismes présents dans les denrées
alimentaires sont incapables de surmonter. Une
application intelligente de cette technologie nécessite
une meilleure compréhension des éveénements et
interactions se déroulant entre les différentes barrieres
dans les aliments, ainsi que les réponses physiologiques
des micro-organismes pendant la conservation des
aliments (Leistner, 2000). Les différents obstacles
ou traitements multiples dans les aliments ont non
seulement un effet additif sur la stabilité microbienne,
mais également un effet synergique. Ils offrent des
réactions de stress non agressives qui perturbent
la stabilit¢ des bactéries cibles, tout en évitant
I’épuisement des métabolites des cultures protectrices
(Leistner, 1995).

En pratique, cela signifie qu’il est plus efficace
d’employer différents facteurs de préservation de
faible intensité qu’un facteur de forte intensité,
car ['utilisation combinée de plusieurs facteurs de
préservation peut produire un effet synergique.

Les principales barrieres employées dans la sécurité
alimentaire sont la température, I’activité de I’eau
(A,), le pH, le potentiel redox (Eh), les conservateurs
chimiques, les emballages sous vide, I’atmosphere
modifiée, la haute pression hydrostatique (HHP),
les UV et la flore compétitive (LAB productrice de
composés antimicrobiens). Plusieurs auteurs (Chawla
etal.,2004) ont recommandé I’ utilisation combinée des
bactériocines produites par la flore compétitive avec les
méthodes de conservation citées ci-dessus pour créer
une série d’obstacles lors du processus de fabrication
afin de réduire la détérioration des aliments par les
micro-organismes. En effet, ces différentes barrieres
influent positivement sur [’activité de nombreuses
bactériocines en augmentant la perméabilité des
membranes cellulaires des bactéries cibles (Ananou et
al., 2009).

Par exemple, la combinaison de la HHP et de
la nisine a été efficace contre les micro-organismes
indésirables dans les fromages. Cette combinaison était
également efficace contre S. carnosus et les spores de
B. subtilis. Une réduction significative de L. innocua
a également été observée lorsqu’on combine la nisine
a une faible valeur de pH 5,5 a 20 °C. Cependant, les
cellules nisine-résistantes repoussent. Mais, lorsqu’on
applique un troisieme obstacle comme la température
de réfrigération, une réduction spectaculaire de
la population de Listeria est observée. On a une
prolongation du temps de stockage de 10 jours dans le
lactosérum (Gallo et al., 2007a). L’ajout de la nisine
avant le traitement aux champs électriques pulsés
(PEF) a accru la sensibilité de L. innocua au PEF dans
le traitement de lactosérum (Gallo et al., 2007b).
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La combinaison de basses températures, du lactate
de sodium et/ou du citrate de sodium avec la nisine
contrdle efficacement la croissance d’Arcobacter
butzleri sur le poulet (Long et al.,2003). La combinaison
de la pédiocine a une pression hydrostatique élevée, le
tout combiné a une température élevée, agit en synergie
et provoque une réduction significative de la viabilité
de S.aureus, L.monocytogenes, E.coli O157:H7,
Lb. sakei et Le. mesenteroides (Kalchayanand et al.,
1998). La combinaison de la pédiocine au diacétate
de sodium agit en synergie contre L. monocytogenes a
température ambiante et a basse température (Schlyter
etal., 1993).

Les entérocinesA et B ont été utilisées en
combinaison avec le HHP pour accroitre la sécurité
dans le jambon cuit contre L.monocytogenes. Ce
pathogene était en dessous de la limite de détection a la
fin du stockage (Garriga et al., 2002).

Un traitement thermique modéré, combiné a
I'entérocine AS-48, augmente [D’efficacit¢é de la
bactériocine contre S. aureus dans le lait (Mufioz et al.,
2007). Aussi, lorsque cette bactériocine est combinée
a des substances telles que le sodium tripolyphosphate
(STPP), le lactate ou encore a de I’acide organique a
pH 4.5, on observe une augmentation de I’activité de
I’entérocine AS-48 contre S.aureus due a un effet
synergique des éléments en présence (Ananou et al.,
2007). Les agents perméabilisants de paroi tels que
I’EDTA ou STPP, en combinaison avec un traitement
thermique 1éger ou encore en présence de conditions
acides ou alcalines, peuvent fragiliser la paroi de
certaines bactéries comme E. coli O157:H7, de sorte
a renforcer I’activité antimicrobienne de 1’entérocine
AS-48 (Ananou et al., 2007).

6. CONCLUSION

L’utilisation des cultures protectrices dirigées contre
la flore indésirable et particulicrement contre des
souches pathogenes (Listeria), pourrait aboutir a leur
utilisation comme agents naturels pour une meilleure
conservation des produits alimentaires fermentés. Cette
application, en cours avec les cultures protectrices
bactériocinogenes, doit étre développée en combinaison
avec des substances antimicrobiennes autres que les
bactériocines pour multiplier les barrieres ou obstacles
susceptibles de fragiliser les bactéries cibles.

Une meilleure compréhension des interactions entre
cultures protectrices, barrieres antimicrobiennes et
organismes cibles est nécessaire afin d’optimiser cette
utilisation. D’un point de vue fondamental, I’émergence
d’une nouvelle technologie rassemblant plusieurs
obstacles antimicrobiens dans une méme matrice nous
conduit a I’étude de leur évolution en comparant les
relations structure-fonction des différents variants.
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