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Introduction

De la mati¢re premiére au consommateur, les aliments peuvent €tre contaminés par des
microorganismes pathogenes et/ou d'altération. Ces derniers peuvent provoquer des modifications
au niveau des propriétés organoleptiques comme la couleur, le golt, ’odeur, la texture. Les
microorganismes pathogeénes, quant a eux, sont responsables d'infections et d'intoxications
alimentaires dont les symptdmes varient en fonction du microorganisme : vomissements, diarrhées,
fievre, fatigue physique, ... Dans la majorité des cas, les symptomes sont de courte durée et sans
gravité. Cependant, la consommation d'aliments contaminés par des microorganismes pathogénes
peut entrainer des problémes de santé plus importants pouvant aller jusqu'au décés. Par exemple,
pour cette catégorie de maladie, la deuxiéme cause de mortalité juste apres la salmonellose en
France est la listériose, dont Listeria monocytogenes est 1’agent étiologique bactérien (Goulet et al.,
2008). Le contrdle de L. monocytogenes reste un challenge du fait de ses capacités a survivre et a
persister dans des environnements hostiles. Cela explique la difficulté a prévenir la présence de
cette souche dans des aliments non ou peu transformés (Neunlist et al., 2005 ; Lehrke et al., 2011)
et dans les aliments préts a consommer. Ces deux catégories d'aliments étant de plus en plus
consommeés, la maitrise du risque que représente L. monocytogenes appelle donc une vigilance
particuliére. En effet, en 2012, Sant'Ana et al. ont observé que L. monocytogenes était capable de se
développer a des taux élevés dans plusieurs types de 1égumes préts a consommer qui auraient été
conservés partiellement ou totalement a des températures non appropriées. La méme année,
Lambertz et al. ont étudié plusieurs catégories d'aliments préts a consommer et ont détecté
L. monocytogenes dans 0,4 % des 525 échantillons de fromages analysés, 1,2 % des 507

¢échantillons de produits carnés analysés et 12 % des 558 échantillons de poissons analysés.

Afin de minimiser le risque sanitaire tout en préservant les qualités organoleptiques des
denrées alimentaires, plusieurs moyens de conservation ont été développés. Les caractéristiques de
I’aliment (facteurs intrinséques : éléments nutritifs, pH, activité de 1’eau (aw), présence de molécules
antimicrobiennes) et son environnement (facteurs extrinséques : température (T), humidité relative,
constituants de l'atmosphere dans laquelle 1'aliment est conservé (teneurs respectives en Oz et CO2
notamment)) influencent la croissance de ces microorganismes. Les techniques de conservation
utilisées en industrie agroalimentaire sont trés variées et se basent sur leur destruction thermique
plus ou moins poussée (pasteurisation, stérilisation, appertisation) et/ou sur la création d’un
environnement hostile au développement des microorganismes d’altération et des pathogenes. Ce

dernier est le plus souvent obtenu par le froid (réfrigération, congélation) permettant d’augmenter la
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durée de vie des aliments en ralentissant ou bloquant le développement des microorganismes. Une
autre stratégie consiste a obtenir une activité de 1’eau suffisamment basse pour empécher la
croissance des microorganismes en ¢liminant lI'eau en totalité ou de facon partielle (séchage,
lyophilisation) et/ou en ajoutant des agents dépresseurs de l'activit¢ de l'eau (salage). En
complément des procédés physiques, des molécules chimiques ayant une activité antimicrobienne
(comme les conservateurs (E200 (acide sorbique) a E297 (acide fumarique)) appartenant a la liste
positive des additifs alimentaires autorisés) peuvent étre ajoutés aux aliments. Un dernier moyen
couramment employé pour préserver les qualités sanitaires des denrées alimentaires est 1’utilisation

des emballages sous vide ou sous atmosphéere modifice.

Parmi les nombreuses possibilités techniques envisageables pour la conservation des
aliments, celles utilisant des microorganismes vivants ou leurs métabolites antimicrobiens
connaissent un intérét croissant. En effet, les consommateurs sont de plus en plus demandeurs
d’aliments aux qualités organoleptiques préservées qui soient de plus exempts d'additifs, de sel ou
de traitements pouvant avoir un impact sur leur santé. Cet attrait des consommateurs pour des
produits plus « naturels » combiné a l'intérét des industriels & minimiser les procédés, tout en
garantissant la qualité sanitaire des aliments, ont stimulé les recherches visant a développer des
moyens de conservation naturels. Les métabolites produits par les bactéries lactiques (LAB pour
« Lactic Acid Bacteria ») répondent a ces criteres. Parmi différentes méthodes de conservation des
aliments en cours de développement, les LAB bioprotectrices s'avérent donc étre des outils
prometteurs pour la biopréservation des aliments. Leurs métabolites notamment les bactériocines,
sont d'ailleurs déja utilisés dans cette optique. Néanmoins, seule une bactériocine, la nisine, est
actuellement autorisée comme additif alimentaire (E234). Cependant, 1'activité antimicrobienne des
cellules entieres de LAB est due a plusieurs mécanismes pouvant agir en synergie : compétition
pour l'espace et les nutriments, diminution du pH (par la production d'acides organiques),
production de peroxydes, de gaz (CO2), de diacétyl et de bactériocines (Galvez et al., 2007). De ce
fait, plusieurs études ont montré que les cellules de LAB pouvaient réduire la croissance de
L. monocytogenes dans la viande et les produits de la mer (Liicke, 2000 ; Budde et al, 2003 ;
Jacobsen et al., 2003 ; Tahiri et al., 2009) et, également inhiber d'autres bactéries (Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Salmonella Typhimurium, Salmonella Enteridis et Staphyloccocus
aureus) (Trias et al., 2008). Un bon exemple applicatif est la pulvérisation d'un ferment lactique sur

des crevettes cuites (commercialisées par la société Miti (44, France)) aboutissant a une durée de
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vie du produit au moins aussi longue qu'en utilisant des conservateurs chimiques (Matamoros et al.,
2009).

Dans une premiere approche, de nombreux chercheurs ont observé la réduction de la population de
microorganismes pathogénes dans des aliments ou des systémes modeles enveloppés dans des
emballages contenant des métabolites antimicrobiens produits par les LAB et notamment les
bactériocines (Scannell et al., 2000a ; Millette et al., 2007 ; Neetoo et al., 2008 ; Cao-Hoang et al.,
2010 ; Ercolini et al., 2010 ; Iseppi et al., 2011 ; Da Silva Malheiros et al., 2012).

Plus récemment, des cellules entieres de LAB ont été immobilisées dans des films ou des gels pour
cette méme application de biopréservation (Sanchez-Gonzalez et al., 2013). Des cellules de LAB
bioprotectrices ont déja ét¢é immobilisées dans des matrices de caséinate (Gialamas et al.,, 2010),
d'alginate et d'amidon (Concha-Meyer et al., 2011) ou d'alcool polyvinylique (PVOH) (Iseppi et al.,
2011) pour cibler une activité¢ anti-Listeria. Le développement de matrice incluant des cellules
entieres productrices d'agents antimicrobiens pourrait étre une alternative réglementaire acceptable
puisque la majeure partie des LAB sont considérées comme « GRAS » (« Generally Recognized As

Safe ») par la « Food and Drug Administration » (Trias ef al., 2008).

Ces méthodes d'immobilisation s'appuient sur les développements dans le domaine des
probiotiques et des biotechnologies (Mandal ef al., 2006 ; Kim ef al., 2008 ; Sonomoto et al., 2000).
Les matrices antimicrobiennes contenant des cellules enticres de LAB bioprotectrices peuvent étre
considérées comme une alternative prometteuse aux conservateurs chimiques pour au moins deux
raisons :

* (i) d'un point de vue économique, l'incorporation de cellules enti¢res est moins coliteuse que
l'incorporation des métabolites qu'elles produisent (qu'il est alors nécessaire d'extraire et de
purifier au préalable) ;

* (i1) en plus de leur efficacité pendant le temps de réfrigération, la croissance des cellules
bioprotectrices et leur production de métabolites antimicrobiens sont activées lorsque la
température augmente, phénomene se produisant lors d'un accident de stockage.

L'incorporation de microorganismes bioprotecteurs dans des matrices de composition et de structure
choisies pourrait donc €tre une stratégie innovante pour leur procurer un micro-environnement

favorisant la préservation de leur viabilité et de leur capacité antimicrobienne.

De plus, il y a un intérét grandissant pour le développement de systémes d'encapsulation, de
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protection et de libération de substances actives, a bases de biopolymeéres (Matalanis et al., 2011).
Des mélanges de protéines et de polyosides ont été proposés pour formuler de tels systémes.
Plusieurs structures peuvent étre observées du fait des interactions entre protéines et polyosides.
L'exemple le plus répandu de ce type d'interaction est l'attraction électrostatique entre deux
polymeéres ayant des charges opposées conduisant & la formation de complexes moléculaires.
Cependant, lorsque les interactions biopolymeére-solvant sont favorisées et dans des domaines ou les
concentrations en biopolymeres sont ¢levées, chaque phase contient préférentiellement un
biopolymere ; il s'agit d'une séparation de phase ségrégative gouvernée par l'incompatibilité
thermodynamique (Grinberg et Tolstoguzov, 1997 ; Capron et al., 2001 ; Mc Clements, 2006). Ce
type de mélange en séparation de phase peut engendrer une grande variété de microstructures (Mc
Clements, 2006) qui pourrait étre intéressante dans le cas de l'immobilisation de cellules

bioprotectrices.

C'est en partant de ce constat que le laboratoire BioDyMIA (Equipe Mixte d'Accueil
Université Lyon 1-Isara Lyon) et 1'équipe Procédés Alimentaires et Physico-Chimie (PAPC) (Unité
Mixte de Recherche Procédés Alimentaires et Microbiologiques, Agrosup Dijon, Université de
Bourgogne) ont développé le projet « Microorganismes en milieu confiné : application aux
emballages bioprotecteurs » dans le cadre duquel se sont inscrits mes travaux de thése. L'objectif de
cette étude a ¢été de passer de l'utilisation directe de la molécule d'intérét a celle d'une bactérie
productrice de cette molécule ou d'un ensemble de métabolites pouvant agir en synergie pour lutter
contre une contamination de souches de Listeria spp. Le volet microbiologique (sélection de
souches de bactéries lactiques bioprotectrices, suivi de la viabilité et de I'activité antimicrobienne) a
été mis en ceuvre au sein de BioDyMIA et le volet physico-chimique (choix de la matrice
d'immobilisation, ¢tude des microstructures) a été réalisé au sein de 1'équipe PAPC.

Le travail présent¢ dans ce manuscrit concerne I'é¢tude de systémes bioprotecteurs
immobilisant des souches de Dbactéries lactiques dans des matrices polymériques
(protéine/polyoside). D'un point de vue fondamental, il s'agissait de comprendre comment la
structure du systéme polymérique et le confinement des LAB pouvaient influer sur leur viabilité et
leur activité antimicrobienne.

Ce document s'articule en trois parties :
* La premicre partie est une étude bibliographique qui présente les principales données de la

littérature sur les bactéries lactiques bioprotectrices, les systémes d'immobilisation de
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cellules bactériennes et la physico-chimie des systémes polymériques biphasiques,

permettant de comprendre le choix de notre systéme d'étude ;

L'ensemble des méthodes et protocoles mis en ceuvre pendant cette thése est décrit dans une

deuxiéme partie (matériels et méthodes) ;

La troisiéme partie est consacrée aux résultats et se découpe en trois volets :

© un premier volet concernant la sélection des souches de LAB d'intérét et la
caractérisation des métabolites antimicrobiens des principales souches sélectionnées ;

o un second volet relatif a la formulation et a la caractérisation des matrices
d'immobilisation choisies ;

© un dernier volet sur 1'évaluation de l'activité anti-Listeria des matrices polymériques,

supports des actifs antimicrobiens produits ex situ et in situ.
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La conservation des aliments reste un challenge pour tous les pays, qu'ils soient développés
ou non. En effet, les cas d'infection par des aliments contaminés par des pathogenes sont en
recrudescence notamment dans les pays développés comme en Europe ou aux Etats-Unis (Goulet et
al., 2008). Parmi ces risques bactériens, la listériose, dont Listeria monocytogenes est [’agent
étiologique, est la deuxieme cause de mortalité juste apres la salmonellose en France pour cette
catégorie de maladie. Pour renforcer la sécurité microbiologique des aliments et avec l'émergence
de procédés non-thermiques pour la conservation et l'extension de la durée de vie des aliments
(demandés par les consommateurs), l'emballage devient une partie primordiale. La nouvelle
génération d'emballage pourra inclure des matériaux ayant des propriétés antimicrobiennes. De
nombreuses voies sont en ce moment développées : l'addition de sachets contenant des agents
antimicrobiens volatils, l'incorporation des agents directement dans le polymere, le revétement du
polymere d'une couche d'actifs, ['utilisation d'un polymeére possédant déja des propriétés
antimicrobiennes. L'utilisation des bactéries lactiques (LAB) est une autre possibilité pour
développer des matrices contenant non pas directement les agents antimicrobiens mais la source
de production de ces agents, les LAB bioprotectrices.

Ce chapitre sera consacrée a une revue bibliographique regroupant les différents aspects de
ce travail. Une premiere partie sera focalisée sur les LAB bioprotectrices avec la présentation des
difféerents mécanismes antimicrobiens dont elles sont pourvues. Une synthese de ['utilisation
actuelle des LAB pour la conservation des aliments sera exposée. Enfin, le risque Listeria dans le
domaine agroalimentaire sera abordée ainsi que les méthodes pour mettre en évidence les
propriétés antimicrobiennes des LAB.

Dans un seconde étape, les systemes d'immobilisation des LAB seront présentés. Cette partie
intégrera également des données concernant les mécanismes physico-chimiques mis en jeu par les
LAB lors d'un confinement et les méthodes permettant de les localiser dans de tels systemes.

Enfin, une derniere partie développera les principes du systeme d'immobilisation choisi pour ce
travail de these : les systemes polymériques biphasiques et plus particulierement les mélanges

alginate de sodium / caséinate de sodium.
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1.1 Les bactéries lactiques (LLAB) bioprotectrices

1.1.1 Les LAB

1.1.1.1 Caractéristiques générales

Les bactéries lactiques regroupent plusieurs genres dont le caractére commun est la
production de I’acide lactique suite a la fermentation de glucides (Labioui et al., 2005). Elles sont
non pathogeénes et comptées, pour la majorité, parmi les microorganismes « GRAS » (« Generally
Recognized As Safe ») par la « Food and Drug Administration » (FDA) (Trias et al., 2008).
Néanmoins, certaines especes de Streptococcus et Enterococcus sont considérées comme des
pathogenes opportunistes (Aguirre et Collins, 1993).

Les LAB sont des bacilles ou des coques a Gram positif, immobiles, non sporulées, aéro-anaérobies
facultatifs ou anaérobies stricts et catalase négatif (Settanni et Moschetti, 2010). Elles sont
mésophiles mais elles sont capables de croitre dans un intervalle de températures allant de 5°C a
45°C. Le pH optimal de croissance varie de 5,0 a 9,0 mais elles tolérent les milieux acides (pH 3,2)
et alcalins (pH 9,6) (Caplice et Fitzgerald, 1999 ; Van de Guchte er al., 2002). Les bactéries
lactiques ont des besoins complexes en facteurs de croissance tels que la vitamine B, des acides
aminés, des bases azotées, des peptides (Trias, 2008). Il est donc difficile d’obtenir de bons milieux
sélectifs car les milieux de croissance ont besoin d’étre « riches ». L’abaissement du pH sera
généralement utilis¢ comme moyen de sélection.

Les bactéries lactiques sont des microorganismes ubiquitaires qui sont fréquemment retrouvés dans
certains aliments tels que le lait et ses dérivés, la viande, les fruits et les Iégumes. Elles représentent
aussi une partie de la microflore intestinale et génitale humaine et animale (Trias, 2008 ; Leroi,

2010).

1.1.1.2 Classification

Le groupe des bactéries lactiques a été défini par Orla-Jensen en 1919. Actuellement et suite
a plusieurs révisions taxonomiques, ce groupe compte plusieurs genres qui appartiennent tous au
phylum Firmicutes, a la classe Bacilli et a ’ordre des Lactobacillales. Par contre, il est représenté

par différentes familles (Brenner ef al., 2005) (Tableau 1.1).
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Tableau 1.1 Familles et principaux genres des bactéries lactiques (Brenner et al., 2005).

Familles Principaux genres
Lactobacillaceae Lactobacillus sp., Pediococcus sp.
Leuconostocaceae Leuconostoc sp., Oenococcus sp., Weissella sp.
Streptococcaceae Streptococcus sp., Lactococcus sp.
Carnobacteriaceae Carnobacterium sp.
Enterococcaceae Enterococcus sp., Tetragenococcus sp., Vagococcus sp.
Aerococcaceae Aerococcus sp.

Les bactéries du genre Bifidobacterium sont parfois considérées comme faisant partie du groupe des
bactéries lactiques grace a la similarité de leurs propriétés physiologiques et biochimiques et a leur
présence dans le méme habitat écologique. Cependant, ces microorganismes appartiennent au
phylum Actinobacteria et sont donc phylogénétiquement éloignées des bactéries lactiques (Trias,
2008). Les bactéries lactiques forment donc un groupe hétérogeéne en raison non seulement de leur

métabolisme mais aussi de leur aspect, leur habitat, ...

1.1.1.3 Meétabolisme

1.1.1.3.1 Métabolisme des carbohvdrates

Deux systémes de transports actifs des sucres sont présents chez les bactéries lactiques : le
systéme phosphotransférase phosphoénolpyruvate dépendant (PTS), qui couple le transport et la
phosphorylation du glucide (phosphorylation en cascade), et le systétme perméase ¢énergie-
dépendant, qui fait pénétrer les glucides sous forme de sucres libres (Kandler, 1983 ; Corrieu et
Luquet, 2008). Par exemple, le lactose est pris en charge par une perméase spécifique et il est divisé
par une f-galactosidase chez la plupart des Lactobacilles. Le D-galactose résultant est converti en
glucose-6-phosphate qui sera ensuite fermenté selon les voies décrites Figure 1.1 (Kandler, 1983).
Selon leurs métabolismes, les bactéries lactiques sont homofermentaires ou hétérofermentaires. La
fermentation est un processus produisant de 1'énergie par oxydation de composés organiques
(principalement des glucides) ou un donneur d'¢lectron (NADH) cede ses €lectrons a un accepteur
exogene, le pyruvate (Reis et al., 2012). Les especes homofermentaires, telles que Pediococcus,
Streptococcus, Lactococcus et quelques Lactobacillus, produisent majoritairement de [’acide
lactique par fermentation des sucres (hexoses). Suivant les microorganismes, l'isomére optique
formé est soit l'acide lactique D (-), soit I'acide lactique L (+), soit la forme racémique (D+L). Quant

aux especes hétérofermentaires, telles que Leuconostoc et Weissella, elles produisent, outre 1’acide
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lactique, plusieurs métabolites tels que d'autres acides organiques (acétate), de 1’éthanol, de
l'acétoine, du dioxyde de carbone et des composés aromatiques (tels que le diacétyle,

I'acétaldéhyde) (Caplice et Fitzgerald, 1999 ; Trias, 2008) (Tableau 1.2).

Tableau 1.2 Type de fermentation et produits majoritaires en fonction du genre de LAB (Kandler,
1983 ; Corrieu et Luquet, 2008).

Genre Voie fermentaire | Produits majoritaires (ratio molaire) | Configuration du lactate produit
Streptococcus Homofermentaire | Lactate L)

Lactococcus Homofermentaire | Lactate L(#)

Pediococcus Homofermentaire | Lactate DL, L (+)

Lactobacillus Homofermentaire Lactate D(-), L(+), DL

Leuconostoc Hétérofermentaire | Lactate : Acétate : CO2 (1:1:1) D(-)

Bifidobacterium |Hétérofermentaire | Lactate : Acétate (2 : 3) L(+)

La fermentation homolactique suit la voie de la glycolyse ou encore appelée Embden-Meyerhof-
Parnas. La voie de la 6-phosphogluconate qui donne du dioxyde de carbone (COz), du lactate, de
l'acétate et dans certains cas de 1'éthanol, est utilisée par les microorganismes dits

hétérofermentaires, a 1'exception des bifidobactéries qui utilisent la voie « Bifidus » (Figure 1.1).

10
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Figure 1.1 Représentation schématique des deux voies de fermentation des hexoses chez les
bactéries lactiques (d'apres Kandler, 1983).
ATP : adénosine triphosphate ; ADP : adénosine diphosphate

1.1.1.3.2 Meétabolisme de l'azote

Hugenholtz et Kleerebezem ont publié en 1999 une revue concernant les données
disponibles sur le métabolisme des LAB et notamment le métabolisme de 'azote. Les LAB forment
la flore bactérienne principale des aliments fermentés, elles ont un mécanisme intrinséque pour la
métabolisation des protéines (notamment alimentaires). Cette activité protéolytique apporte aux
cellules de LAB les acides aminés essentiels pour leur croissance et donc par conséquent, ces
bactéries ont des capacités limitées pour la synthése des acides aminés a partir de source d'azote
inorganiques (Salminen et Von Wright, 2009). Elles restent donc dépendantes des acides aminés
pré-formés présents dans le milieu de culture comme sources d'azote. Néanmoins des variations
existent entre les souches (Salminen et Von Wright, 2009) :

» certaines souches de L. lactis subsp. lactis sont capables de synthétiser la plupart des acides

aminés dont elles ont besoin,

11
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* les souches de L. lactis subsp. cremoris et Lb. helveticus ont besoin d'une quinzaine d'acides
amings.

Leur croissance dans un milieu de culture minimum est généralement faible et il est clair que les
LAB se sont adaptées a des environnements riches en développant des systémes pour exploiter
efficacement les sources d'azote présentes. Le systeme le plus étudié est le systéme des LAB
laitiéres, en particulier celui de L. lactis, pour le développement des technologies fermentaires
laitieres. La protéolyse est le mécanisme essentiel qui permet la croissance des LAB dans le lait
(Figure 1.2). Les protéases membranaires (PrtP) hydrolysent les protéines en oligopeptides qui
entrent a l'intérieur de la cellule grace a des transporteurs d'oligopeptides (Opp). Le systeme Opp
accepte des oligopeptides de plus de 18 résidus (Detmers et al., 1998). Une fois a l'intérieur, des

peptidases coupent les oligopeptides en acides aminés.

("
g
intérieur _._-E, exterieur
3
g
Opp
=] ADP e |
SSSs v —
[ e |
] ATP
{ OLIGOPEPTIDES
{ - PEPTIDASES
1 PrtP
o CASEINE

Figure 1.2 Modele du systeme protéolytique chez Lactococcus lactis (d'aprés Salminen et Von
Wright, 2009).

Opp : transporteur d'oligopeptide ; PrtP : protéase membranaire

Bruinenberg et al., en 1992, ont montré une augmentation du taux de croissance de L. lactis dans le
lait pour des souches ou une surproduction de protéase membranaire avait ét¢ induite. Il a aussi été

montré que dans l'ensemble du processus de dégradation des protéines en peptides puis en acides

12
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aminés libres, 1'absorption des peptides de taille importante du milieu extérieur vers l'intérieur de la
cellule, dictée par le transporteur d'oligopeptides (Opp), est une étape cruciale dans la croissance de
L. lactis dans le lait. Kunji ef al., en 1995, n'ont pas pu faire se développer des mutants Opp-négatif
dans un milieu de culture ou la caséine était la seule source d'acides aminés. En effet, Juillard et al.,
en 1995, ont analysé les peptides dans le lait pendant une croissance de lactocoques et ont montré
que les oligopeptides acceptés par le systeéme de transport représentaient 98 % de la source d'azote
utilisé par les cellules.

La transposition de ce systéme a d'autres LAB que L. lactis ne peut pas encore étre énoncé,
les travaux sont encore trop rares. Néanmoins, lorsqu'ils ont été identifiés pour d'autres souches, ces
systémes protéolytiques sont identiques a celui de L. lactis (Salminen et Von Wright, 2009). Par
exemple, le génome de Lb. plantarum contient tous les génes (dont les genes codant pour le systeme
Opp (transporteur d'oligopeptides)) pour mettre en place la dégradation de protéines (Salminen et

Von Wright, 2009).

Les bactéries lactiques, utilisées habituellement en tant que ferments pour développer
certaines caractéristiques organoleptiques, peuvent également avoir un réle comme agent de
préservation des aliments. Le pouvoir antimicrobien des bactéries lactiques peut étre attribué a
divers facteurs :

* la compétition nutritionnelle et pour l'espace ;

* la production d’un ensemble de métabolites possédant des propriétés antimicrobiennes.
Ces métabolites sont des acides organiques (principalement 1’acide lactique), le peroxyde
d’hydrogene, le dioxyde de carbone, le diacétyle (le 2,3-butanedione), la reutérine et les

bactériocines (Ammor et al., 2006 ; Dalié et al., 2010) (Tableau 1.3).

13
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Tableau 1.3 M¢étabolites antimicrobiens de faible masse molaire secrétés par les bactéries lactiques
autres que les bactériocines (Suskovic et al., 2010).

Composés antimicrobiens Souches productrices Spectre antimicrobien

Acide lactique Toutes les bactéries lactiques Levures
Bactéries & Gram +/-

Acide acétique Bactéries lactiques hétérofermentaires ~ Levures
Bactéries a Gram +/-

Diacétyle Lactococcus, Leuconostoc, Levures
Lactobacillus, Pediococcus Bactéries a Gram +/-
Peroxyde d'hydrogene Toutes les bactéries lactiques Levures

Bactéries a Gram +/-

Dioxyde de carbone Bactéries lactiques hétérofermentaires  La plupart des groupes taxonomiques
de microorganismes

Reutérine Lactobacillus reuteri Champignons, Protozoaires
Bactéries a Gram +/-

1.1.2.1 La compétition nutritionnelle et pour l'espace

Les bactéries lactiques peuvent inhiber la multiplication de certains microorganismes
d’altération et/ou pathogénes par leur propre présence. En effet, il s’agit du phénoméene de
compétition nutritionnelle et pour l'espace vis-a-vis d’autres especes. Du fait de leurs importantes
exigences nutritionnelles, les bactéries lactiques envahissent compleétement le milieu. Elles limitent
alors la multiplication des autres colonisateurs (Castellano et al., 2008). De plus, les cellules d'une
méme espece possedent des systémes de communication (Gram et al., 2002). Lorsqu'une certaine
densité cellulaire est atteinte (systéme de « Quorum Sensing »), des signaux sont envoyés d'une
cellule a l'autre pour réguler I'expression de certains génes et orienter le métabolisme :

* pour la plupart des bactéries a gram positif, ce sont des peptides qui servent de signaux
moléculaires ;
* pour la plupart des bactéries a gram négatif, les signaux les plus étudiés sont les lactones N-
acyl homosérine.
Dans un environnement homogeéne, les populations bactériennes sont capables de se développer
sans entrave jusqu'a un déficit global des composants clés du métabolisme ou jusqu'a atteindre une
concentration seuil en composés toxiques. Dans le cas de co-culture, la compétition pour les
nutriments sélectionne les microorganismes les plus capables de récupérer les composés limitants
(minéraux, acides aminés, sucres) (Gram et al., 2002). Par exemple, le fer est essentiel pour la
plupart des microorganismes et est utilisé pour la « respiration bactérienne » (comme transporteur

d'¢lectron). Les microorganismes ayant développé des systémes spécifiques au fer (sidérophores qui
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sont des chélateurs du fer sécrétés par les cellules) (ex famille Pseudomonadaceae) sont capables
d'inhiber des microorganismes dépourvus de cette capacité par réduction de la quantité¢ de fer
disponible dans l'environnement (Gram et al., 2002). Ce type d'inhibition par compétition pour les
nutriments essentiels a aussi ¢t¢ mis en évidence pour les LAB et Listeria spp. (Nilsson et al.,
1999 ; Buchanan et Bagi, 1997) et, pour les LAB et Staphylococcus aureus. Par exemple,
Lactococcus lactis spp. diacetylactis peut métaboliser les vitamines trés rapidement abaissant dans
le cas d'une co-culture avec S. aureus la quantité disponible pour cette derniere souche (Charlier et
al., 2009). L'élimination d'un organisme particulier par une flore envahissante est appelée 1'effet
Jameson (Gram ef al., 2002).

Les environnements hétérogénes présentent d'autres challenges. En effet, l'activité métabolique crée
un gradient et la croissance des cellules dépend alors de leurs localisations (Malakar ef al., 2003).
Les cellules ont une taille entre 1 et 2 um. La diffusion joue donc un réle important pour le transport
des substrats a l'intérieur de la cellule et I'évacuation des déchets a I'extérieur, i.e. un effet de
limitation di au transport. C'est 1'inoculum initial qui détermine la distribution spatiale des cellules.
Si la distance entre LAB et la souche cible est au-dessus d'une certaine valeur, les interactions inter-
colonies seront retardées et la souche cible pourra se développer sans entrave dans ces zones

clairsemées (Malakar et al., 2003).

En plus des phénoménes de compétition nutritionnelle et pour I'espace, l'inhibition d'une
souche par une autre est souvent associée a une molécule produite. Dans le cas des LAB
inhibitrices, un large spectre de molécules est produit : acides organiques (principalement 1’acide
lactique), reutérine, peroxyde d’hydrogene, dioxyde de carbone, diacétyle (le 2,3-butanedione) et

bactériocines.

1.1.2.2 La production de métabolites antimicrobiens non peptidiques

1.1.2.2.1 Les acides organiques. effet pH

Les bactéries lactiques produisent des acides organiques par fermentation des glucides
(Makhloufi, 2011). Les principaux acides produits sont I’acide lactique (C5H¢O;) et I’acide acétique
(CoH40,) (Ammor et al., 2006 ; Dali¢ et al., 2010). Breidt et Fleming (1998) ont reporté que le pH
¢était le premier facteur limitant la croissance de L. monocytogenes dans une co-culture avec
Lactococcus lactis.

Les effets d'un stress acide sur la physiologie bactérienne ne sont pas connus en détail. Néanmoins
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il a été établi que les acides (sous leur forme non-dissociée) diffusent passivement a travers la
membrane de la souche cible. Aprés leur entrée dans le cytoplasme ou le pH est supérieur, ils se
dissocient en protons et dérivés chargés auxquels la membrane est imperméable (Charlier et al.,
2009 ; Suskovic et al, 2010). L'accumulation intracellulaire des protons abaisse le pH
intracellulaire et affecte ainsi la force proton motrice qui est une source d'énergie pour de nombreux
transports transmembranaires. Toute 1'énergie disponible est alors utilisée pour dé-acidifier le
cytoplasme en créant un gradient de protons au travers de la membrane cytoplasmique et la
croissance bactérienne est alors fortement réduite (Charlier et al., 2009). L'acidification interne peut
aussi réduire l'activité des enzymes sensibles au pH acide, endommager des protéines et 'ADN.
Enfin, l'accumulation dans le cytoplasme des dérivés anioniques des acides organiques dissociés
peut avoir un effet néfaste sur la physiologie cellulaire par des interactions chelatantes avec des
¢léments essentiels (Van de Guchte et al., 2002 ; Dali¢ et al., 2010 ; Reis et al., 2012).

L'acide lactique a 5 000 pg.mL"! (0,5 %) inhibe la croissance de L. monocytogenes (Oh et Marshall,
1993). L'acide acétique a, quant a lui, un effet bactériostatique des 0,2 % et un effet bactéricide a
0,3 % contre des bactéries a Gram positif lors d'une addition dans un aliment (Reis et al., 2012).
Néanmoins, cette activité dépend du pH et est plus prononcée a un pH faible en-dessous de 4,5.
Certaines bactéries lactiques hétérofermentaires dites propioniques sont capables de convertir le
lactate en propionate et acétate accompagné d'une production de CO,. Méme si cette production
d'acide propionique est a I'état de traces, I'effet inhibiteur a été démontré surtout contre la croissance
des champignons et moisissures (Reis ef al., 2012). L'acide propionique interagit avec la membrane
cellulaire pour neutraliser le gradient électrochimique de protons, mais son effet est souvent

dépendant de la diminution du pH engendré par la production d'acide lactique.

La plupart des LAB posseédent un systeme de Tolérance a I'Acide (TA) (« Acid Tolerance
Response ») qui leur permet de survivre et de continuer a faire fonctionner leur métabolisme (Van
de Guchte et al., 2002). De Angelis et Gobbetti, 2004, et Van de Guchte et al., 2002, ont décrit les
mécanismes identifiés, respectivement, chez les lactobacilles probiotiques et plus généralement
chez l'ensemble des bactéries lactiques. A I'exception de quelques espéces des genres Lactobacillus,
Leuconostoc et Oenococcus, les LAB ont un pH optimal de croissance compris entre 5 et 9. La
réponse de TA se met en place progressivement lors de la croissance des LAB suivant deux étapes

(Van de Guchte et al., 2002) :

* (i) pendant la phase logarithmique de croissance, les mécanismes commencent a étre induit
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par l'exposition a un pH acide non létal ;
* (i) apres l'entrée en phase stationnaire, la réponse de TA est maximale résultant de

lI'induction d'une réponse général au stress.
Cette adaptation progressive a des pH acides permet une meilleure survie dans des conditions
extrémes. Des cellules de Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus adaptées 30 min a pH = 4,75
vont étre approximativement 250 fois plus résistantes a un stress acide 1étal (30 min a pH = 3,6) que
les cellules non adaptées (De Angelis et Gobbetti, 2004).
Plusieurs mécanismes régulent I'homéostasie du pH interne. Le mécanisme « transport de cation »
lié¢ a 'ATPase est le plus important chez les bactéries fermentatives (De Angelis et Gobbetti, 2004).
Cette enzyme a été identifiée par exemple chez Lactobacillus casei et plantarum et son activité
optimale a lieu a des pH entre 5,0 et 5,5. La voie de l'arginine déiminase (ADI) est un autre
mécanisme de réponse a un stress acide qui peut étre cité. La réponse de TA semble étre lice a la
modification de la synthése de protéines, induite par des protéines de choc acide. Les études de la
réponse de TA des lactobacilles en é€lectrophorése deux dimensions a révélé l'induction d'un grand
nombre de protéines de choc acide : 21 pour Lactobacillus collinoides, 15 pour Lactobacillus

sanfranciscensis et plus de 30 pour Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus (De Angelis et

Gobbetti, 2004).

1.1.2.2.2 Le peroxyvde d'hvdrogene

Le peroxyde d’hydrogene (H,O,) est produit par les bactéries lactiques en présence
d’oxygene. En 2011, Enitan et al. ont testé 63 souches de LAB pour leurs production de peroxyde
d'hydrogéne parmi lesquelles Lactobacillus fermentum, brevis, casei, bulgarus, plantarum ;
Leuconostoc mesenteroides ; Lactococcus lactis et Strepcoccus thermophiles. Tous les isolats ont
¢été producteurs et le meilleur rendement dans le milieu MRS a été atteint par Lactococcus lactis
avec une production de 0,4279 mg/L!.

Le peroxyde d'hydrogene présente un effet antimicrobien qui peut étre expliqué par la production de

radicaux libres tels que le groupement superoxyde (O,") et le groupement hydroxyle (OH") capables
d’endommager I’ADN bactérien. En outre, le pouvoir inhibiteur du peroxyde d’oxygeéne pourrait
étre di a des réactions d’oxydation des groupes sulthydriles provoquant une modification de la
conformation des protéines et donc la perte de fonction des enzymes. De plus, il peut engendrer la
peroxydation des lipides membranaires, augmentant ainsi la perméabilité de la membrane du

microorganisme cible (Ammor et al., 2006 ; Dalié et al., 2010). Romanova et al., 2002, ont mesuré
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les concentrations minimales inhibitrices de H,O, sur 19 souches de Listeria monocytogenes. Les
cultures des plus sensibles sont inhibées dés 9,4 pg.mL! de H,O, dans le milieu de culture alors que
d'autres sont capables de résister jusqu'a des valeurs de 75 pg.mL!.

La culture en condition d'anaérobiose minimiserait voire inhiberait la production de peroxydes

(Martinis et al., 2001 ; Con et al., 2001).

1.1.2.2.3 Le dioxvde de carbone

Le CO: est principalement formé pendant la fermentation des hexoses suivant la voie
hétérofermentaire. Le pouvoir antimicrobien du dioxyde de carbone produit par les bactéries lactiques
s’explique par la création d’une atmospheére anaérobie qui inhibe la croissance de certains
microorganismes aérobies tels que la flore d’altération psychrophiles a Gram négatif. De plus,
I’accumulation du dioxyde de carbone dans la membrane lipidique de la cellule cible pourrait

modifier sa perméabilité (Ammor et al., 2006 ; Salminen et Von Wright, 2009).

Le diacétyle (C4He02) est un composé aromatique produit par les LAB par fermentation du
citrate. Cette molécule est caractérisée par une large activité¢ antimicrobienne a des concentrations
allant de 200 a 1 000 ug.mL"!' (Lanciotti et al., 2003). La production de diacétyle par les différentes
souches de LAB dépend du milieu, du pH et de la température d'incubation. Christensen et
Pederson en 1958, ont montré que les espéces homofermentaires produisaient le diacétyle plus
rapidement et dans des quantités plus importantes que les especes hétérofermentaires. Dans un
milieu classique, ils ont obtenu une production maximale de 12 pg.mL! pour la souche
Lactobacillus bulgaricus 7994.

Le mécanisme d'action du diacétyle n'est pas encore connu précisément, néanmoins il est possible
qu'il interagisse avec les résidus arginine des enzymes fonctionnelles (Olasupo et al., 2003). Les
souches de Listeria sont inhibées a partir d'une concentration de 344 ug.mL"! (Ammor ef al., 2006).
Lanciotti ef al., en 2003, ont additionné au milieu de culture liquide 300 ppm de diacétyle. La phase
de latence a ¢ét¢ augmentée de 4,23 ; 2,48 et de 1,52 fois respectivement pour les souches de
Escherichia Coli X1, Staphylococcus aureus F et Listeria monocytogenes Scott A, confirmant que
les bactéries a Gram négatif (et les levures) sont plus sensibles que les bactéries a Gram positif
(Ammor et al., 2006). Olasupo ef al., en 2003 également, ont rapporté une concentration minimale

inhibitrice de 7,5 et de 12,5 mmol.L"! pour respectivement une souche d'Escherichia Coli et de
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Salmonella Typhimurium LT2.

1.1.2.2.5 Laq reutérine

La reutérine est un produit de fermentation du glycérol. Elle est produite par quelques
souches de LAB telles que Lactobacillus reuteri (Chung et al., 1989), Lactobacillus brevis (Schiitz
et Radler, 1984), Lactobacillus buchneri (Schiitz et Radler, 1984), Lactobacillus collinoides
(Claisse et Lonvaud-Funel, 2000) et Lactobacillus coryniformis (Magnusson, 2003). Cette molécule
inhibe la croissance de nombreuses bactéries & Gram positif et a Gram négatif ainsi que des mycetes
et des virus (Chung et al., 1989). Cette activité pourrait étre due a une inhibition de 'activité de la
ribonucléotide réductase, entrainant une inhibition de la synthése de I'ADN des cellules cibles

(Dobrogosz et al., 1989).

1.1.3 Les bactériocines

Les bactériocines sont des molécules de nature protéique synthétisées par voie ribosomique,
modifiées ou non post-traductionnellement et sécrétées dans le milieu extracellulaire. Elles sont
douées d’une activité antimicrobienne envers des espéces microbiennes phylogénétiquement
proches de I’espece productrice (Ammor ef al., 2005 ; Castellano et al., 2008 ; Dalié et al., 2010).
Leur spectre d’activit¢é varie d’une bactériocine a une autre mais avec une activité¢ dirigée
principalement contre les bactéries a Gram positif (Dortu et Thonart, 2009). Les bactéries a Gram
négatif sont plus résistantes aux bactériocines car elles sont protégées par leur membrane externe
qui empéche les bactériocines d’atteindre la membrane interne, si¢ge de leur activité (Dortu et
Thonart, 2009). D’une manicre générale, les bactériocines sont thermostables, solubles et actives a
pH acide (Laboui et al., 2005), non toxiques pour les cellules eucaryotes et sensibles aux enzymes
protéolytiques du tractus gastro-intestinal (Wijaya et al., 2006), ce qui permet d’éviter les
interférences avec la microflore intestinale (Castellano et al., 2008). De plus, d'un point de vue
physico-chimique, elles sont généralement cationiques, amphiphiles, non structurées en solution
aqueuse (Reis et al., 2012).

La bactériocine la plus connue est la nisine produite par Lactococcus lactis. C’est la seule
bactériocine, commercialisée sous le nom de Nisaplin™ (DANISCO, Copenhague, Danemark)
depuis 1953 (Deegan et al., 2006), autorisée comme additif alimentaire aux Etats-Unis depuis 1968

et en Europe (E234) depuis 1995 (Gillor et al., 2008). La directive européenne 95/2/EC fixe les
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quantités a (European Food Safety Agency, 2006) :

* 12,5 mgkg! pour les fromages affinés et fondus ;

* 10 mg.kg! pour le mascarpone et la créme fraiche épaisse ;

* 3 mgkg! pour les poudings.
La Pédiocine PA-1 produite par Pediococcus acidilactici est aussi commercialisée sous le nom
d’ALTA™ 2431 (Kerry Bioscience, Carrigaline, Co. Cork, Irlande) mais elle n’est pas encore
approuvée comme additif alimentaire. Cependant, de nombreux travaux ont identifi¢ diverses
bactériocines dont ’activité antimicrobienne a été prouvée, mais qui n’ont pour I’instant pas obtenu
I’approbation de la part des autorités sanitaires (Deegan ef al., 2006) (Tableau 1.4). Le laboratoire
« Functional Proteomics & Alimentary Bio-preservation Research Unit » (« Institute of Applied
Biological Sciences Tunis (ISSBAT) ») en collaboration avec l'institut « Nutraceuticals and
Functionnal Foods » (Université Laval, Canada) ont mis en ligne une base de données « Bactibase

Database » regroupant les connaissances les plus récentes concernant les bactériocines.
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Tableau 1.4 Quelques bactériocines produites par les LAB (Charlier et al., 2009 ; Reis et al., 2012).

Genres Espéces Bactériocines Souches cibles
Enterococcus E. faecium WHE 81 Enterocine A et B Listeria monocytogenes
E. faecalis A-48-32 Enterocine AS-48 Staphylococcus aureus,
Bacillus cereus
Lactobacillus L. acidophilus AA11, DSM20079 Acidocine D20079 Salmonella shigella,
Escherichia coli,
S. aureus,
L. casei B. cereus,
L. sakei Lactocine 705 Bacillus subtilis
L. plantarum KLDS1.0391 Sakacine L. monocytogenes
Plantaricine MG L. monocytogenes
L. monocytogenes, S. aureus,
E. coli,
Salmonella Typhimurium
Lactococcus L. lactis ssp. lactis ATCC 11454 Nisine A L. monocytogenes,
S. aureus,
Clostridium sp.,
L. lactis ssp. lactis biovar. diacetylactis Bacillus sp.
L. lactis Nisine Z Listeria innocua
L. lactis MG1614
L. lactis Lacticine 481 Clostridium tyrobutyricum
L. lactis Enterocin A L. monocytogenes
Lacticine 3147
Lactococcine A, B et M
Leuconostoc L. gelidum Leucocin A L. monocytogenes
L. mesenteroides Mesentericin Y105 L. monocytogenes
Pediococus P. pentosaceous, P. acidilacti Pediocin A Staphylococcus sp.,

Pediocine AcH (PA-1)

Enterococcus sp.,
Listeria sp.,
Clostridium sp.

1.1.3.1 Classification des bactériocines

Les bactériocines produites par les bactéries lactiques sont classées en quatre classes qui se

distinguent les unes des autres par leur structure chimique, par leur poids moléculaire, leurs

propriétés biochimiques (dont la stabilité thermique) et leur spectre et mode d’action (Dortu et

Thonart, 2009) (Tableau 1.5).
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Classes Caractéristiques principales Stabilité thermique Exemples
Classe I Lantibiotiques  -cycles thioesther dans la séquence Stable Nisin
-poids moléculaire < 5 kDa Lactacine 481
Carnocine U149
Lactocine S
Classe 11 -Ila : poids moléculaire < 10 kDa Stable Lactococcine MMF2
Peptides anti-Listeria -1Ib : association de 2 peptides pour Sakacine G

l'activité, poids moléculaire < 10 kDa  Stable

Lactoccine G
Lacticine F

Classe III -poids moléculaire < 30 kDa Sensible Helvéticine J
Helvéticine V-1829
Lactacine Aet B

Classe IV -mélange indéfini de protéines, lipides Stable Plantaricine S

et carbohydrates

Leuconocine S
Lactocine 27
Pediocine SJ1

1.1.3.1.1 Classe I : les lantibiotiques

Les lantibiotiques sont des petits peptides (de taille inférieure a 5 kDa) thermostables. Ils

contiennent des acides aminés inhabituels car modifiés tels que la lanthionine, la B-méthyl

lanthionine, la déhydrobutyrine et la déhydroalanine (Deegan et al., 2006 ; Dortu et Thonart, 2009).

Cette classe de bactériocines est subdivisée en deux sous-classes basées sur la localisation des ponts

¢établis entre les acides aminés modifi¢s. Ainsi, on distingue la classe Ia (type A) qui comprend les

peptides cationiques linéaires (ex. la nisine) et la classe Ib (type B) qui contient les peptides

globulaires chargés négativement ou sans charge nette (ex. la Mersacidine). Il existe également des

lantibiotiques composés de deux peptides qui agissent ensemble (ex. la Lacticine 3147) (Gillor et

al., 2008 ; Dortu et Thonart, 2009). La Figure 1.3 illustre un exemple de chaque type de

lantibiotique.
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Figure 1.3 Séquence protéique et structure d’un lantibiotique de type A (la nisine), B (la
Mersacidine), de la lacticine 481 (McAuliffe et al., 2001).

1.1.3.1.2 Classe Il : les non-lantibiotiques

Les bactériocines appartenant a cette classe sont des peptides de taille inférieure a 10 kDa et
thermostables. Elles ne contiennent pas d'acides aminés modifiés. Cette classe se divise en trois
sous-classes.

La sous-classe Ila comprend des bactériocines formées de 27 a 48 acides aminés qui possédent un
pont disulfure ainsi qu’une partie N-terminale hydrophobe contenant une séquence consensus. La
région C-terminale hydrophobe ou amphiphile, moins conservée, détermine la spécificité d’action
(Dortu et Thonart, 2009). Cette sous-classe est représentée par la Pédiocine, la Sakacine A et la
Leucocine A qui ont toutes une activité contre le pathogeéne Listeria monocytogenes (Gillor et al.,
2008). Certaines bactériocines de cette sous-classe contiennent un autre pont disulfure dans la
région C-terminale. Celui-ci permettrait la stabilisation de la structure tertiaire, une meilleure
activité antimicrobienne, ainsi qu’un spectre d’action plus large (Eijsink etz al., 1998).

La sous-classe IIb comprend des bactériocines a deux peptides. Ces deux peptides peuvent étre
actifs individuellement mais ils agissent de facon synergique quand ils sont associés. Ils peuvent
également étre inactifs individuellement et leur activité est subordonnée a 1’association des deux
peptides. Cette sous-classe est représentée par la Lacticine F et la Lactococcine G (Cotter et al.,
2005 ; Dortu et Thonart, 2009). Les bactériocines de cette sous-classe inhibent une large gamme de

bactéries a Gram positif (Dortu et Thonart, 2009).
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La sous-classe Ilc regroupe les bactériocines ne répondant pas aux critéres des autres classes. Il

s’agit, par exemple, de I’ Acidocine 1B (Gillor et al., 2008 ; Dortu et Thonart, 2009).

1.1.3.1.3 Classe Il : les protéines a hauts poids moleculaires

Ces bactériocines sont de tailles supérieures a 30 kDa et thermolabiles. Elles se distinguent
des autres classes par leur structure et leur mode d’action. Seulement quatre bactériocines
appartenant a cette classe ont été caractérisées au niveau génétique : 1’Helveticine J produite par
Lactobacillus helveticus A, 1’Entérolysine A produite par Enterococcus faecium, la Zoocine A
produite par Streptococcus zooepidemicus et la Millericine B produite par Streptococcus milleri

(Dortu et Thonart, 2009).

1.1.3.1.4 Classe 1V : les bactériocines complexes

Cette classe comprend des bactériocines hétérogenes. Elles renferment une partie non
protéique, généralement un glucide ou un lipide, indispensable a I’activité biologique (Dortu et
Thonart, 2009). La Plantaricine S, la Leuconocine S et la Lactocine 27 font partie de cette classe

(Gillor et al., 2008).

1.1.3.2 Mode d'action des bactériocines

Les bactéries lactiques agissent généralement au niveau de la membrane plasmique des
cellules cibles. Pour cette raison, les bactériocines ont un effet sur les bactéries a Gram négatif trés
limité car la membrane externe de ces derni¢res empéche la pénétration des bactériocines vers la
membrane interne (Dortu et Thonart, 2009).

Le mode d’action général des lantibiotiques comporte deux étapes (Figure 1.4). Dans un
premier temps, ils vont interagir avec la membrane cytoplasmique du microorganisme cible par des
interactions électrostatiques ou par liaison a des récepteurs spécifiques, les lipides II (composants de
la membrane plasmique et précurseurs des peptidoglycanes) (Deegan et al., 2006). Suite a cette
liaison, les lantibiotiques peuvent former des pores larges et non spécifiques dans la membrane
cytoplasmique. La formation des pores cause le passage rapide de certains composés
cytoplasmiques (les ions, les acides amingés, ...) du cytoplasme vers le milieu extérieur de la cellule
(Dortu et Thonart, 2009) engendrant 1’arrét des activités cellulaires et la mort de la cellule (Gillor ef

al., 2008).
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Figure 1.4 Mode d’action d’un exemple de lantibiotique, la nisine (Cotter et al., 2005).

Les bactériocines non-lantibiotiques interagissent avec la membrane de la cellule cible
(Figure 1.5) ou au niveau d’un récepteur bien spécifique, la mannose perméase (systeme
« mannose-phosphotransferase » (Man-PTS)). Par la suite, elles forment des pores au niveau de la
membrane plasmique, impliquant une modification de la force protomotrice ou au moins de I’un des
deux composants, pour finalement causer la mort de la cellule (Dortu et Thonart, 2009). Pour les
bactériocines de la sous-classe IIb, les deux peptides agissent en synergie. Par exemple, la Lactocine
705 est formée de deux peptides a et B. La Lactocine 705a agit en déshydratant la membrane cible,

ce qui permet a la Lactocine 7058 d’y créer des pores (Castellano et al., 2007).
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Figure 1.5 Mode d’action d’une bactériocine non-lantibiotique de la classe Ila, la Sakacine (Cotter

et al., 2005).

Les bactériocines a haut poids moléculaire se distinguent des autres classes par leur mode

d’action. En effet, elles agissent par hydrolyse des liens peptidiques des peptidoglycanes des

microorganismes cibles. Ces mécanismes restent encore mal connus a ce jour. Ceci provoque la

destruction de la membrane cellulaire et la mort de la bactérie cible (Dortu et Thonart, 2009)

(Figure 1.6).
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Figure 1.6 Mode d’action d’une bactériocine de la classe III, I’Entérolysine A (Cotter et al., 2005).
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De part leurs modes d'action, les bactériocines produites par les bactéries lactiques sont des
agents non toxiques pour les cellules eucaryotes (membrane de composition différente). De plus,
elles sont sensibles aux protéases digestives telles que la trypsine et I'a-chymotrypsine et ont une
grande tolérance aux traitements thermiques ainsi qu'aux changements de pH. Agissant
principalement sur les microorganismes phylogénétiquement proches des especes productrices
(telles que les espéces appartenant au genre Listeria, Bacillus, ...), elles ont un spectre d'activité
précis (chaque souche productrice présentant des mécanismes d'autoprotection contre sa propre
bactériocine (Schillinger et al., 1996)). Toutes ces raisons font des bactériocines un moyen
important pour la biopréservation des denrées alimentaires. L'objectif des recherches actuelles est
donc de sélectionner des souches de LAB productrices de bactériocines. Cette production peut étre

accentuer en fonction des conditions environnementales et des éléments nutritifs apportés.

1.1.3.3 Régulation de la production de bactériocines par le systeme de

« Quorum Sensing »

La production de bactériocine est souvent sous le controle d’un systéme de « Quorum
Sensing » (QS) qui est un mécanisme largement présent chez les bactéries lactiques (Kuipers et al.,
1998). Ces bactéries se comportent comme des microorganismes simples lorsque les densités
cellulaires sont faibles. Toutefois, elles peuvent changer leur comportement en un type «
multicellulaire » en détectant que la densité de population a atteint un seuil critique (Kalia, 2013). A
ce stade, les cellules communiquent par le biais de petites molécules chimiques d’induction qui sont
synthétisées et sécrétées dans le milieu. Elles utilisent des systémes de détection spécifiques a la
concentration de ces molécules inductrices, les bactéries environnantes peuvent alors percevoir la
densité cellulaire. Lorsque la concentration de la molécule signal atteint un seuil critique,
I’expression des genes et, par conséquent, le comportement de la population totale sont modifiés
(Boyen et al., 2009). La concentration externe des molécules auto-inductrices augmente en fonction
de la densité cellulaire de la population (Waters et Bassler, 2005). En conséquence, les molécules
d’induction sont liées a leurs récepteurs sur les cellules bactériennes et I'expression du gene de la
population totale est modifiée et synchronisée.

Ce phénomeéne de communication QS a été détecté a travers un large éventail de signaux tels que :
* (i) les N-acylhomosérine lactones (AHL) produites par plus de 70 especes de bactéries

Gram-négatives, qui diffusent a travers la membrane cellulaire et se lient a des protéines de

régulation a l'intérieur de la cellule ;
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e (ii) des oligopeptides auto-inducteurs (AIPs) chez les bactéries Gram-positives, qui
fonctionnent a travers le récepteur histidine kinase li¢ a la membrane (Amara ef al., 2010 ;
Waters et Bassler, 2005) ;

* (iii) les furanosyl borate (auto-inducteurs, 1A-2).

Les bactéries lactiques Gram-positives utilisent principalement des oligopeptides post-
traductionnels modifiés comme étant des molécules d’induction de QS (Lyon et Novick, 2004). Ces
polypeptides auto-inducteurs (AIPs) sont synthétisés dans le cytoplasme sous forme des peptides
précurseurs, puis modifiés et transportés vers l'environnement extracellulaire (Lyon et Novick,
2004). La détection des AIPs se fait par des systemes de détection a deux composants de nature
récepteur histidine kinase liés a la membrane (Waters et Bassler, 2005) : ces systémes de détection
sont relayés par une cascade de phosphorylation qui influence 'activité d'une protéine régulatrice de
la transcription de 'ADN (Lyon et Novick, 2004 ; Waters et Bassler, 2005). Les signaux peptidiques
ne sont pas diffusibles dans la membrane, par conséquent la libération du signal est réalisée par les
exportateurs oligopeptides spécifiques (Waters et Bassler, 2005).

Les phénomenes de « Quorum Sensing » sont largement présents chez les bactéries lactiques et sont
notamment impliqués dans la production de peptides d'antimicrobiens, soit des lantibiotiques, soit
des peptides linéaires. Ces réseaux d’autorégulation constituent une excellente base pour le
développement de systémes d'expression de geénes inductibles (Kuipers et al., 1998).

Chez les bactéries lactiques deux principaux types d’antimicrobiens peptidiques sont rencontrés, a
savoir les peptides modifiés de manicre post-traductionnelles comme les lantibiotiques appartenant
a la classe I et les peptides linéaires appartenant a la classe II des bactériocines (Klaenhammer,
1993). Dans le cas des lantibiotiques, c'est la bactériocine elle-méme qui joue le role des molécules
d'induction (cas de la Nisine décrit au paragraphe 1.1.3.4) (Kuipers et al., 1995 ; Kleerebezem et
al., 1997), alors que pour les bactériocines linéaires et d'autres peptides apparentés a des

bactériocines, il a été trouvé que plusieurs génes pouvaient étre induits (Eijsink et al., 1998).

1.1.3.4 Conditions optimales de production de bactériocines par des LAB

Les conditions optimales de production de bactériocines ne sont généralement pas les
mémes que les conditions optimales de croissance. Néanmoins, la majorité des travaux ont montré
que la récupération des agents antimicrobiens doit se faire en fin de phase exponentielle ou en phase
stationnaire. En ce qui concerne les conditions de culture, plusieurs parametres sont a prendre en

compte tels que la température, le pH et la composition du milieu de culture.
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Une bonne production de bactériocines a été observée quand la croissance a lieu entre 25 et 30°C
(Enan et al., 1996 ; Matsusaki et al., 1996 ; Todorov et al., 2011), alors que les températures
optimales de croissance pour les LAB se situent plutot entre 30 et 37°C. Par exemple, la souche
Lactobacillus plantarum ST16Pa produit sa bactériocine associée de 6,5 kDa jusqu'a atteindre un
taux de 51 200 UA.mL! au bout de 24 h lors d'une culture dans MRS a 26°C ou 30°C. Par contre, a
37°C ou 15°C dans les mémes conditions, les concentrations en bactériocines diminuent de fagon
importante pour atteindre 200 UA.mL"! aprés 24 h a 37°C ou aprés 120 h a 15°C (Todorov et al.,
2011).

Le pH optimal du milieu varie d'une bactériocine a une autre. Il est toujours compris entre 5,5 et 6,5
et une variation de 0,5 peut entrainer une importante diminution de la production de bacteriocines
(Todorov et al., 2011).

Le milieu de culture MRS (Tableau 1.6) reste le plus adapté pour la production de bactériocines
(Sharma et al., 2010). Les milieux BCC ou encore M17 engendrent une production de bactériocines
faible voire nulle (Enan et al., 1996 ; Todorov et Dicks, 2004 ; Todorov et Dicks, 2006 ; Todorov et
al.,2011).

Tableau 1.6 Composition du milieu MRS (Biokar, France).

Composants Quantité (g.L7) Composants Quantité (g.L7)
Polypeptone 10,00 Phosphate dipotassique 2,00
Extrait de viande 10,00 Acétate de sodium 5,00
Extrait autolytique de levure 5,00 Citrate d'ammonium 2,00
Glucose 20,00 Sulfate de magnésium 0,20
Tween 80 1,08 Sulfate de manganése 0,05

pH du milieu prét a I'emploi a 25°C : 6,4 + 0,2

Les diverses peptones, le glucose et les sels de manganése et de magnésium apportent les éléments
nutritifs indispensables a la croissance des lactobacilles. Le tween 80 (mélange d'esters oléiques) est
une source d'acides gras nécessaires a la croissance de ces germes. Le phosphate dipotassique
permet de stabiliser le pH au cours de la croissance bactérienne. Méme si ce milieu semble convenir
pour la production de bactériocines, plusieurs publications relatent des essais a partir du milieu
MRS auquel des modifications ont été apportées pour optimiser la production de bactériocines. Pour
les sources de glucides, le glucose et le maltose sont les sources qui donnent les meilleures
productions de bactériocines (Todorov et Dicks, 2004 ; Todorov et Dicks, 2006). Par contre, lorsque

le glucose est remplacé par du fructose ou lactose, cela entraine une diminution de la production
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(Todorov et al., 2011). Mais il est difficile de faire de ces observations des régles générales, chaque
souche de LAB répond différemment aux modifications du milieu. Par exemple, si la concentration
de glucose est augmentée, pour certaines souches, la production de bactériocines est identique a
celle obtenue avec une concentration en glucose classique (Todorov et Dicks, 2004). Alors que pour
d'autres, cela entraine une augmentation de la production (Abo-Amer et al., 2008 ; Todorov et al.,
2011) et pour d'autres encore, cela entraine une diminution (Todorov et Dicks, 2006). En ce qui
concerne la source d'azote, I'ajout de tryptone semble augmenter les performances de production.
Les autres ¢léments du milieux, notamment les sels restent essentiels pour la production de

bactériocines (Todorov et al., 2011).

En dehors des composés classiques du milieu, il est intéressant d'étudier les phénomenes
d'autoinduction. En prenant l'exemple de la nisine, il est possible d'aprés certains travaux
d'augmenter la production d'antimicrobien (nisine) par ajout de nisine. En effet, la nisine autorégule
sa production grace a un systéme de deux composants nisK/nisR. Onze génes (nisSABTCIPRKFEG)
organisés en cluster sont impliqués dans la synthése de la nisine (Figure 1.7. Partie A). Parmi ces
genes :

* nisA code pour le peptide précurseur de la nisine A composés de 57 acides aminés ;

* nisB et nisC codent pour des enzymes jouant un rdle dans les modifications post-
traductionnelles ;

* nisT code pour une protéine de transport ;

* nisP code pour une protéase extracellulaire (impliquée dans la transformation des
précurseurs) ;
* nisl code pour une lipoprotéine impliquée dans la protection de la cellule productrice vis-a-
vis de la nisine ;
* nisF, nisE, nisG codent pour des protéines de transport et sont impliqués aussi dans le
mécanisme d'immunitg.
La Figure 1.7. Partie B décrit le modele de biosynthese et de régulation de la nisine d'apres les
travaux de Kuipers ef al., 1995. Dans un premier temps, nisK détecte la présence de la nisine dans
le milieu et s'autophosphoryle. Dans un second temps, le groupement phosphate est transféré a nisR
qui agit comme un activateur de la transcription, suivi de la synthése de I'ARN,,, de la synthése
ribosomique du précurseur de la nisine et de la synthése de protéines. A 1'étape 3, le précurseur est

modifié par les enzymes nisS et nisC. Ensuite le précurseur de la nisine entierement modifi¢ est
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transporté a travers la membrane par le tansporteur nis7. NisP finit la modification du précurseur de
la nisine a l'extérieur de la cellule pour aboutir a la libération de la nisine active. Nisl, en

collaboration avec nisF, nisE et nisG, protégent la cellules de I'action bactéricide de la nisine.

> L

nisA nisB nisT nisC nis! nisP nisR  nisK nisF  nisE  nisG

nisin A modification translocation modification immunity  protease regulation immunity

transcrpbonacivaton
nisin gene cluster

modification

Figure 1.7 Partie A : Cluster de geénes impliqués dans la synthése de la nisine chez
Lactococcus lactis.
Partie B : Mod¢le décrivant la synthése et la régulation de la nisine chez Lactococcus
lactis (d'aprés Kuipers et al., 1995).

Des quantités trés faibles de nisine sont nécessaires pour cette autoinduction (1 a 50 ng/mL)
(Kuipers et al., 1995). Cette dernic¢re a été¢ observée par Mall et al, en 2010, pour la souche de
Lactococcus lactis MTCC440. Pour une méme composition de milieu sous agitation et a 30°C, ils
ont montré qu'il était possible d'augmenter la production de nisine en ajoutant une petite quantité de
nisine initialement dans le milieu. Pour obtenir le meilleur rendement, la quantité initiale a ajouter
est de 0,15 pg.mL! pour cette souche et dans les conditions utilisées. Cette quantité initiale de
nisine est donc responsable de 1'induction de 1'autophosphorylation de nisK déclenchant le processus

cellulaire de production de nisine selon le mécanisme décrit précédemment.
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1.1.3.5 Utilisation des bactériocines en industrie agroalimentaire

A ce jour, l'application des bactériocines dans le secteur agroalimentaire pour la
biopréservation passe par trois stratégies :
* les bactériocines peuvent étre ajoutées directement a I'aliment ;
* les bactéries productrices peuvent étre ajoutées a l'aliment ou elles produiront la bactériocine
(cultures starter ou protectrices) ;
* la bactériocine peut étre incorporée dans l'emballage alimentaire pour, par la suite, une
libération de la molécule au contact de I'aliment.
Les bactériocines peuvent étre utilisées sous différentes formes : forme purifiée, semi-purifiée ou
sous forme d’un concentré obtenu apres fermentation d’un produit alimentaire.
Les bactériocines purifiées ou semi-purifiées apreés production en fermenteur sont considérées
comme des additifs alimentaires. Malgré le nombre important de bactériocines identifiées a ce jour,
la nisine est actuellement la seule ayant regu 1’autorisation de nombreux pays pour son utilisation
comme additif alimentaire (E234) (Dortu et Thonart, 2009). Commercialisée depuis 1953, elle est
utilisée depuis plusieurs décennies pour préserver la qualité sanitaire de divers types d’aliments
(Rodriguez et al., 2000). Ce lantibiotique de type I posseéde un large spectre d’action contre divers
microorganismes pathogenes a Gram positif tels que Listeria sp., Clostridria sp., Staphylococcus
sp., ... Lutilisation des bactériocines pures ne présente pas de vrai intérét pour I’agroalimentaire. En
effet, les bactériocines ne peuvent étre intégrées dans la composition d’un aliment que si elles
possedent 1’approbation des autorités sanitaires (Deegan et al., 2006).
Les bactériocines peuvent également étre ajoutées sous forme de concentré obtenu aprés la
fermentation d’un substrat alimentaire (lait, lactosérum par exemple). Cette préparation contient,
outre la bactériocine, d’autres métabolites tel que 1’acide lactique. Actuellement, la Pédiocine
(ALTA™ 2341, Kerry Bioscience, Carrigaline, Co. Cork, Irlande) (Dortu et Thonart, 2009) et la
Jenseniine G (Microgard ™, Danisco) (Grinstead et Barefoot, 1992) sont commercialisées sous
cette forme. La préparation ALTA™ 2341 est capable de préserver les viandes fraiches et
fermentées, des contaminations causées par Listeria monocytogenes (Deegan et al., 2006). La
Variacine utilisée comme ingrédient fermenté a permis la protection de produits laitiers contre
Bacillus cereus (O'Mahony et al., 2001). Ces préparations sont considérées comme des ingrédients
fermentés. Leurs ajouts dans les aliments fermentés (ex. yaourt) ou non fermentés ne nécessitent pas

I’approbation des autorités sanitaires ni la mention sur I’emballage (Deegan et al., 2006).
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Un autre moyen d’appliquer les bactériocines consiste en 1’utilisation des bactéries
productrices. En effet, plusieurs études ont montré que certaines bactéries lactiques sont capables de
produire leurs bactériocines dans la matrice alimentaire. Ces bactéries peuvent étre ajoutées comme
starter dans les produits fermentés ou comme cultures protectrices dans les produits non fermentés
(Dortu et Thonart, 2009). Les bactéries starter doivent accomplir leur principal rdle qui est la
fermentation de 1’aliment et lui conférer les propriétés organoleptiques désirées, tout en produisant
les bactériocines. Dans le cas ou les bactéries sont employées comme cultures protectrices, elles
doivent étre capables de produire des bactériocines sans modifier les propriétés organoleptiques de
I’aliment. Dans les deux cas, la nature de I’aliment, sa composition et les conditions de conservation
doivent étre bien étudiées afin de favoriser la croissance des souches productrices (Dortu et
Thonart, 2009). L’ajout des bactéries lactiques productrices dans les denrées présente certains
avantages par rapport a 1’ajout direct des bactériocines. En effet, d’un point de vue législatif, la
majorité des bactéries lactiques bénéficient du statut « GRAS » attribué par la « FDA ». De plus,
ces microorganismes possedent une image de produit « naturel » vis-a-vis des consommateurs et
leur utilisation entraine des cotlits moindres comparés a la production des bactériocines. Néanmoins,
les souches bactériennes utilisées comme productrices de bactériocines dans les aliments doivent
répondre a plusieurs critéres de sélection. Elles doivent étre capables de se développer et de survivre
dans les conditions de fabrication et de conservation des denrées alimentaires sans pour autant
engendrer des modifications au niveau des propriétés organoleptiques de ’aliment. De plus, les
souches sélectionnées doivent synthétiser les bactériocines dans 1’aliment en quantité suffisante
pour qu’elles soient capables de jouer leur réle de protection. Il faut également que ces bactéries
produisent leurs bactériocines au moment adéquat, c'est-a-dire avant la multiplication de 1’agent
pathogéne et/ou d’altération.

Sur le marché, plusieurs cultures protectrices sont déja commercialisées. A titre d’exemple, une

souche de Lactococcus lactis ssp. lactis productrice de nisine est commercialisée sous le nom de

BS-10 ® par CHR Hansen (Danemark) et des souches de Lactobacillus plantarum, Lactobacillus

rhamnosus, Lactobacillus sakei, Lactobacillus paracasei et Propionibacterium freudenreichii ssp.

shermanii sont commercialisées sous le nom de HOLDBAC™ par le groupe DANISCO
(Danemark) (Rodgers, 2008).

La troisiéme stratégie qui donne lieu a la publication de nombreux travaux est

l'incorporation de bactériocine partiellement purifiée dans un support pour I'emballage alimentaire
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pour une protection de surface. En effet, ils permettent une meilleure stabilité¢ et un relargage
controlé du composé. Ces emballages actifs antimicrobiens, autorisés en Europe depuis 2004 ne
peuvent contenir que les additifs alimentaires autorisés dans la formulation des aliments. De ce fait,
la nisine est la seule bactériocine autorisée dans les emballages actifs. Plusieurs travaux ont montré
la possibilité de I’incorporation des bactériocines dans les emballages alimentaires a base de
polypeptides ou de polyosides. Par exemple, I’incorporation de la nisine a 1 000 UL.cm™ d’un film
de cas€inate de sodium servant comme couche protectrice d’un fromage a pate semi-dure
artificiellement contaminé par Listeria innocua a permis la réduction du nombre de cellules formant
une colonie a la surface de I’aliment. Cette approche pourrait étre efficace pour préserver la qualité
sanitaire de D’aliment et prolonger sa durée de conservation (Cao-Hoang et al., 2010).
L’incorporation de 1’Entérocine synthétisée par Enterococcus faecium CRL1385 dans des films
comestibles a base de gélatine et de gluten de bl¢ est aussi un exemple de solution potentielle pour
controler la contamination des produits alimentaires par le pathogéne Listeria monocytogenes

(Ibarguren et al., 2010).
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Domaine
d'application

Bactériocines

Mise en ceuvre

Souche cible

Référence

Produits laitiers

Lacticine 3147

Pédiocine PA-1/AcH

Entérocine AS-48

Nisine

Entérocine 416K 1

Bactériocines de
classe Ila

BLS P34 produite par

Bacillus sp. P34

Nisine A,Z
Lacticine 481

Culture starter

Bactériocines purifiées

Bactériocines partiellement
purifiées

Film de caséinate de sodium

Film de PET (poly(éthyléne
terephtalate))

Bactériocines partiellement
purifiées (surnageants de
culture)

Encapsulées dans des
nanovésicules de 1écithine
de soja

Culture starter

Bactéries lactiques
non starter

L. monocytogenes

L. monocytogenes

L. innocua

L. monocytogenes

L. monocytogenes

L. monocytogenes

L. monocytogenes

Ryan et al., 1996

Rodriguez et al., 2002
Ananou et al., 2010

Cao-Hoang et al., 2010
Iseppi et al., 2011

Hartmann et al., 2011

Da Silva Malheiros et
al., 2012

Dal Bello et al., 2012

Viandes Pédiocines Bactériocines purifiées L. monocytogenes Rodriguez et al., 2002
Bactériocine de Culture starter L. monocytogenes Benkerroum et al., 2004
classe Ila
Nisine Film et billes d'alginate de ~ Staphylococcus Milette et al., 2007

sodium aureus
Sakacine G Culture protectrice L. innocua Héquet et al., 2007
Nisine Film plastique Entérobactéries, Ercolini et al., 2010
Carnobacterium,
LAB, Brochothrix
thermosphacta
Entérocine 416K 1 Film de PET (poly(éthyléne L. monocytogenes Iseppi et al., 2011
terephtalate))
Bactériocines de Bactériocines partiellement L. monocytogenes Hartmann et al., 2011
classe Ila purifiées (surnageants de
culture)
Bactériocines partiellement L. monocytogenes Koo et al., 2012
purifiées (surnageants de
culture issus de Lactiguard®
(consortium de trois souches
de LAB))
Poissons Nisine Film plastique L. monocytogenes Neetoo et al., 2008
Fruits et légumes Mesentericin Y105  Culture bioprotectrice L. monocytogenes Trias et al., 2008

Entérocine produite
par Enterococcus
faecium CRL1385

Film comestible a base de
gélatine et de gluten de blé

L. monocytogenes

Ibarguren et al., 2010
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De plus, dans le cas des applications, il faut au préalable s'intéresser aux facteurs
intrinseques de I'aliment qui pourraient influencer les capacités antimicrobiennes des bactériocines.
La stabilité des capacités antimicrobiennes des bactériocines dépend de plusieurs facteurs.

(i) La composition de ’aliment

Les bactériocines peuvent interagirent avec certains additifs alimentaires ou des ingrédients. Le
pH peut également inhiber leur action et des protéases peuvent dégrader les bactériocines. Par
exemple, 'application de Nisine dans des viandes doit faire face a plusieurs limitations : ses
interactions avec les phospholipides, sa solubilité réduite a un pH = 6,0 et son inactivation par
formation de complexes Nisine-Glutathion (Galvez et al., 2007).

(ii) Les microorganismes présents dans I’aliment

Une concentration trop importante de microorganismes dans [’aliment peut rendre la
bactériocine inefficace. L’effet des bactériocines peut également étre réduit a cause de la
présence de microorganismes résistants a la molécule ou formant des spores. De plus, certains
microorganismes peuvent produire des protéases qui vont hydrolyser les bactériocines (Dortu et
Thonart, 2009).

(iii) Les traitements appliqués

Des traitements thermiques trop importants peuvent réduire I’activité des bactériocines ou les

dégrader. La température de stockage peut aussi avoir une influence (Liicke, 2000).

L’activité optimale des bactériocines est bien évidemment essentielle pour une protection efficace.
Cependant, il faut également prendre en considération la sensibilité de la flore d’intérét par rapport
aux bactériocines. En effet, 1’¢limination de ces microorganismes favorables risquerait de favoriser
la multiplication des microorganismes altérants et/ou pathogenes. Il faut aussi prendre en
considération que chaque bactériocine a un spectre d’action limité. L’utilisation combinée de
plusieurs bactériocines appartenant a des classes différentes permettrait d’augmenter le spectre
d’action. De plus, en I’absence d’autres méthodes de conservation, les bactériocines ont une action
trés limitée sur les bactéries Gram négatif. Des lors, les bactériocines sont souvent utilisées en
complément d’autres méthodes de conservation (« hurdle technology » ou technologies des
barriéres). Les traitements sont soit des traitements physiques (ex. traitements thermiques,
conditionnement sous atmosphére modifiée ou controlée), soit des traitements chimiques (ex. acides
organiques, huiles essentielles, chlorure de sodium, agents chélatants comme I’EDTA). Ces

traitements fragiliseraient la membrane externe des bactéries a Gram négatif, ce qui permettrait par
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la suite I’action des bactériocines (Helander et al., 1997 ; Vermeiren et al., 2004) (Figure 1.8).

Molécules hydrophobes

~Setrenn |
MMWJ

L 3884434888838 % d ﬁf §Yyg

Espace périplasmique

Membrane plasmique

Intérieur de la cellule

Figure 1.8 Vue schématique de I'enveloppe d'une bactérie a Gram négatif et intéréts des traitements
multiples pour combattre les bactéries pathogénes a Gram négatif (d'aprés Helander et
al., 1997).

La membrane externe intacte (c6té gauche de la figure) fonctionne comme une barriére imperméable aux molécules
hydrophobes, ne permettant l'entrée que de petites molécules hydrophiles a travers les protéines de transport appelées
les porines (PP). Le fait d'enlever les cations divalents stabilisateurs de la couche de lipopolysaccharides (LPS) par des
agents chélatants comme I'EDTA provoque le décrochage des LPS et met a jour la surface de la membrane externe
composée de phospholipides (PL). Alors les composés hydrophobes comme la Nisine peuvent traverser la membrane
externe et atteindre leurs sites d'action sur la membrane plasmique.

Une solution alternative aux méthodes décrites précédemment pourrait €tre 1’incorporation
de bactéries vivantes productrices de bactériocines dans les emballages alimentaires. En effet, les
bactéries incorporées dans la matrice de I’emballage synthétiseraient et relargueraient au fur et a
mesure leurs substances antimicrobiennes a la surface de I’aliment. De plus, les mécanismes
antimicrobiens seraient multiples : compétition nutritionnelle et pour l'espace, acidification,
production de métabolites antimicrobiens (bactériocines, peroxydes, ...). Cela pourrait limiter les
phénomeéne de résistance des souches cibles. Un troisiéme intérét serait d'obtenir une réponse
antimicrobienne plus appropriée. En effet, la croissance et l'activité métabolique des LAB sont
favorisées par les mémes facteurs environnementaux (remontée en température et/ou humidité,
présence de substrats de croissance) que ceux qui stimulent le développement de flores pathogénes
ou d'altération. Par exemple, lors d'une rupture de la chaine de froid, le métabolisme des LAB se

déclencherait et la diffusion des antimicrobiens interviendraient & un moment plus ciblé. Enfin, les

37



CHAPITRE 1 : Etude bibliographique

étapes de production, récupération, purification, incorporation de la bactériocine seraient
supprimées. Quelques travaux sont déja parus s'inspirant de I'encapsulation de LAB dans des gels
développés dans le domaine des probiotiques (Bevilacqua et al, 2010), ou encore de
I'immobilisation utilisée pour les fermentations en réacteurs, allant jusqu'a incorporer des cellules a
des films secs (Sanchez-Gonzalez ef al., 2013 ; Concha-Meyer et al., 2011 ; Gialamas et al., 2010).

Ces travaux sont discutés par la suite dans la partie « 1.2 Les systemes d'immobilisation ».

Dans ce travail, il a été choisi comme principal genre cible Listeria. En effet, depuis une
dizaine d'années, notamment dans les pays développés, il y a une recrudescence d'infection par
Listeria (principalement monocytogenes) (agent étiologique de la Listériose) aprés consommation
d'aliments contaminés. Par exemple, Goulet et al., 2008, rapportent qu'en France les cas de
Listériose ont diminué entre 1999 et 2005 de 4,5 a 3,5 cas par million d'habitants. En 2006, ils
observaient une ré-augmentation jusqu'a a 4,7 cas par million d'habitants. Aux Etats-Unis,
L. monocytogenes est responsable d'environ 2 500 cas de Listeriose par an avec un taux de 91 %
d'hospitalisations et de 20 % de mortalité (Nelson et al., 2004). Ce pathogéne reste le danger le plus
critique de notre approvisionnement alimentaire. L. monocytogenes peut étre détectée dans une
grande variété de produits crus ou transformés. Lait, produits laitiers, viandes (fermentées ou non),
produits de la mer ont tous été associés au moins une fois a des contaminations par Listeria (Gandhi
et Chikindas, 2007). De plus, les consommateurs se sont tournés vers des aliments dits « préts a
consommer » (ou « Ready To Eat » en anglais, RTE) ayant subi peu de traitements de stabilisation
pour préserver au mieux leurs qualités organoleptiques. La consommation d'aliments RTE
conservés une ou plusieurs semaines est devenue une importante source d'infection (Lambertz et
al., 2012). Par exemple, L. monocytogenes a été détectée par Lambertz et al., 2012, dans :

* environ 2 échantillons de fromages parmi 525,
* 6 échantillons de viandes parmi 507,

* un peu plus de 66 échantillons de poissons parmi 558.
1.1.4.1 Le risque Listeria dans le domaine agroalimentaire

Le genre Listeria contient 6 espéces : L. monocytogenes, L.ivanovii, L. innocua,

L. welshimeri, L. seeligeri et L. grayi (Ryser et Marth, 2007). Généralement, L. monocytogenes est
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le pathogeéne majeur pour 'homme (McLauchlin ef al., 2004). Listeria forme des bacilles réguliers
Gram positif, ayant une petite taille (0,5 um de diameétre / 1 & 2 pm de longueur). Douze sérotypes
ont été identifiés chez L. monocytogenes (1/2a, 1/2b, 1/2¢, 3a, 3b, 4a, 4ab, 4b, 4c, 4d, 4e et 7). En
France, les souches isolées de cas de listériose humaine appartiennent le plus souvent au sérotype
4b ou au sérogroupe 1/2 (Rocourt, 1991 ; Nelson et al., 2004). Le sérotype 1/2a est le plus souvent
isolé¢ dans I’environnement agro-alimentaire (Kathariou, 2002). Mais elle n'envahit pas que des
aliments, elle est aussi capable de coloniser les équipements des chaines de production, les surfaces

de travail (Little et al., 2007 ; Carpentier et Cerf, 2011).

Les personnes agées, les femmes enceintes, les nouveau-nés, les jeunes enfants et les personnes
immunodéprimés sont les sujets les plus sensibles a la listériose (Bonnet et Montville, 2005). Cette
infection grave d'origine alimentaire a un temps d'incubation assez long (pouvant s'étendre de
quelques jours a deux mois), ce qui ajoute une difficulté pour identifier le pathogéne et tracer
l'aliment contaminé (Gandhi et Chikindas, 2007). Une fois que l'agent pathogeéne a réussi a pénétrer
dans les cellules par phagocytose, il est libéré¢ de la vacuole et commence a se multiplier. Il peut se
déplacer a l'intérieur des cellules pour finalement passer de cellule en cellule et infecter de
nombreux tissus ; le foie reste néanmoins le principal site de l'infection (Gandhi et Chikindas,
2007). La maladie se traduit généralement par une méningite, une septicémie ou d'autres infections
du systéme nerveux central. Pour les femmes enceintes, la listériose peut engendrer des avortements

spontanés, des naissances prématurées, des morts feetales, ... (Rocourt et Cossart, 1997)

La difficult¢ de combattre L. monocytogenes réside dans le fait que ce germe est ubiquitaire.
L. monocytogenes est un microorganisme psychrotrophe, elle peut se développer dans une gamme
de température allant de 45°C jusqu'a des températures inférieures a 0°C de quelques degrés (-2 a
-4°C) (Carpentier et Cerf, 2011). Par exemple, une durée de réfrigération trop importante est une
excellente phase d'enrichissement sélectif pour Listeria. En effet, si Listeria est présente
initialement, elle aura les capacités de survivre que n'auront pas les autres souches et sera la seule
souche a se maintenir (Buchrieser et al., 2006). Son développement est optimal pour des
températures comprises entre 30 et 37°C. Elle est présente dans les plantes, les sols, les eaux usées,
les ensilages, les déchets d'abattoirs, ... (Farber et Peterkin, 1991). Ses exigences nutritives sont
modérées. Elle se développe dans des milieux comme le bouillon tryptone soja («Tryptone Soy

Broth, TSB ») ou encore le bouillon Coeur-Cervelle (Farber et Peterkin, 1991) en aéro-anaérobiose
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et en micro-aérophilie. Sa capacité a s'adapter et a survivre dans des environnements extrémes (forte
concentration en sel (10 % NaCl), large gamme de pH de 4,5 a 9,0, large gamme de température,
faible activité de l'eau jusqu'a 0.92) est trés importante (Buchrieser et al., 2006 ; Carpentier et Cerf,
2011). Farber et Peterkin, en 1991, ont traité 4 souches de L. monocytogenes avec des acides qui
peuvent étre utilisés en agroalimentaire : l'acide acétique, l'acide citrique et 1'acide chlorhydrique.
L'acide acétique est celui qui a montré I'effet le plus inhibiteur. De méme, ces auteurs ont déterminé
les pH minimum initiaux pour qu'il y ait croissance : de 5,0 a 5,7 a 4°C et, de 4,3 a 5,2 a 30°C. Une
des forces de L. monocytogenes est sa capacité a s'adapter a ces environnements extrémes. Plusieurs
équipes ont pu mettre en évidence un systeme de Réponse de Tolérance a 1'Acide (RTA) (O'Driscoll
et al., 1996 ; Bonnet et Montville, 2005 ; Cataldo et al., 2007). Cette résistance est acquise lors
d'une premicre exposition a des conditions moyennement acides (pH 5,5, acide lactique a 1 M)
(Gandhi et Chikindas, 2007) et permet ensuite aux cellules de Listeria monocytogenes de résister a
des conditions acides létales (pH 3,5). Il est intéressant, mais pas surprenant, de noter que
l'induction de ce mécanisme dépend de 1'acide utilisé pour la premicre exposition. Par exemple, une
premiere exposition de la souche L. monocytogenes Scott A a 1'acide chlorhydrique n'induira pas de
RTA contrairement a I'exposition a l'acide acétique (Bonnet et Montville, 2005). Cette observation
serait due aux différences de constantes de dissociation des deux acides qui n'ont donc pas le méme
effet antimicrobien sur Listeria. De plus, l'induction d'une RTA peut aussi lui apporter des
protections contre d'autres stress : stress thermique, présence d'éthanol, stress osmotique (O'Driscoll
et al., 1996). Toutes ces caractéristiques font de L. monocytogenes un microorganisme difficile a
contrdler.

Ce type d'adaptation est un risque réel pour, par exemple, le contréle de contaminations
alimentaires. Un des avantages d'utiliser des cellules enticres de LAB dans les systémes
bioprotecteurs est le large spectre d'antimicrobiens produits. Cela permet d'éviter I'adaptation des

microorganismes cibles (Zhou et al., 2013).

1.1.4.2 Tests antimicrobiens

Les especes L. innocua et L. monocytogenes sont trés proches (Czajka et al, 1993 ;
Buchrieser et al., 2006). Cela permet dans de nombreuses études d'utiliser, dans un premier temps,
L. innocua, qui est non pathogene, comme mode¢le.

L'activité antagoniste d'une souche de LAB vis-a-vis d'une souche cible peut étre mise en évidence

en milieu liquide ou en milieu gélosé. Le choix est souvent fait selon l'application qui est envisagée
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par la suite. Pour une application de protection alimentaire ou de surface, le milieu gélosé¢ sera
privilégié (Ryan et al., 1996). Pour un travail d'optimisation de la production de bactériocines dans
le domaine des biotechnologies ou pour la compréhension des modes d'action des bactériocines, des
tests en milieu liquide seront mis en ceuvre (Van de Guchte ef al., 2001 ; Bendali et al., 2008 ;
Héquet et al., 2009 ; Dal bello et al., 2012). Les souches cibles sont également choisies en fonction
de l'application finale et du contexte de 1'étude : Listeria sp., E. coli, Staphylococcus sp.,
Pseudomonas sp., ...

En milieu gélosé, les tests réalisés sont des méthodes de diffusion en puits (Moreno et al., 2000 ;
Sharma et al., 2010 ; Castro et al., 2011 ; Jiang et al., 2012) ou en spots (Alpay-Karaoglu et al.,
2003 ; Mataragas et al., 2003 ; Trias et al., 2008 ; Hartmann et al., 2011). La souche cible est
inoculée dans la gélose, le surnageant de culture de LAB préalablement recueilli ou la culture
entiere de LAB est déposé(e) dans des puits formés dans la gélose ou en spots a la surface de la
gélose. Aprés développement de la souche cible, des zones d'inhibition sont relevées pour les

surnageants ou cultures enti¢res de LAB bioprotectrices (Figure 1.9).

Souche cible : L. monocytogenes DSM20600.

Souches antagonistes de gauche a droite :

® ligne du haut : Lb. plantarum DSM1055 (contrdle
négatif), Enterococcus sp. IDE0886, Lb. curvatus
IDE0444 ;

* ligne du milieu : Lb. plantarum 1IDEO0105, Lb. sakei
IDE0216, Lactococcus lactis IDE0290 ;

e ligne du bas : Leuconostoc carnosum IDE1105,

Pediococcus acidilacti IDE0550, Staphylococcus sciuri
IDE0983.

Figure 1.9 Résultats d'inhibition de différentes souches antagonistes par un test en milieu gélosé de
diffusion en spots (dépot des cultures entiéres) (d'aprés Hartmann et al., 2011).

En milieu liquide, les surnageants de culture de LAB sont testés directement en les ajoutant a la
culture liquide de la souche cible. La croissance de la souche cible est suivie par mesure de la

densité optique. Ces mesures peuvent se faire a l'aide d'un appareil de Bioscreen©, systeme de
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microcuves permettant de traiter 200 échantillons simultanément. L'activité antimicrobienne est
révélée par l'absence de 1'augmentation de la densité optique et donc la non croissance de la souche

cible.

1.1.4.3 Méthodes d'identification des métabolites antimicrobiens des LAB

Pour déterminer la nature des molécules antimicrobiennes produites par des LAB
bioprotectrices, les mémes tests que précédemment sont réalisés avec des surnageants
préalablement traités. Pour éliminer l'effet du pH, les surnageants de culture sont neutralisés.
Ensuite ce surnageant neutralisé peut subir des traitements thermiques (ex. 60, 70, 80, 90, 100 ou
121°C pendant 10 (Alpay-Karaoglu et al, 2003) a 30 min (Jiang et al., 2012)) pour mettre en
évidence la thermostabilité des actifs antimicrobiens. Le surnageant peut étre traité par différentes
enzymes. Un premier traitement enzymatique avec la catalase peut étre réalisé pour étudier I'effet
des peroxydes. Pour étudier la nature peptidique, le surnageant neutralis€ est soumis a des
traitements enzymatiques avec des enzymes protéolytiques a spectre généralement assez large parmi
la trypsine (coupure au niveau des résidus acides aminés (aa) basiques (Lys, Arg)), l'a-
chymotrypsine (coupure au niveau des résidus aa aromatiques (Phe, Tyr, Tryp) ou a longue chaine
hydrophobe (Met, Leu)), la protéinase K (coupure au niveau des résidus aa aromatiques), la papaine
(coupure au niveau des résidus aa hydrophobes), la pepsine (coupure au niveau des résidus aa
aromatiques) (Ryan et al., 1996 ; Moreno et al., 2000 ; Hartmann et al., 2011 ; Castro et al., 2011 ;
Jiang et al., 2012). Lorsque l'activité antimicrobienne du surnageant est perdue apres traitement aux
enzymes protéolytiques, la nature peptidique des agents antimicrobiens est démontrée. La Nisine
serait par exemple sensible a I'a-chymotrypsine et a la protéinase K, et résistante a la trypsine, la
papaine et la pepsine (Rodriguez et al., 1995 ; Ryan et al., 1996 ; Noonpakdee et al., 2003 ; Bonnet
et Montville, 2005). Pour déterminer partiellement ou exactement la nature de ces agents, ces

molécules sont alors purifiées et analysées (Figure 1.10).
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(1) Culture d'une LAB
(2) Récupération du surnageant
(3) Précipitation des composés peptidiques
(4) Récupération du précipité

o

A B

(5) Chromatographie d'exclusion stérique (5) Chromatographie échangeuse de cation
(6) Récupération des fractions actives (6) HPLC

(7) Analyses électrophorétiques (7) Séquengage

Figure 1.10 Stratégies (A) pour une purification partielle de bactériocine ou (B) menant jusqu'au
séquengage (d'apres Boris et al., 2001 ; Héquet ef al., 2007 ; Da Silva Malheiros et al.,
2012).

1.2 Les systémes d'immobilisation

Les matrices d'immobilisation de molécules biologiques (actifs thérapeutiques, ardmes,
bactéries, ...) qui sont développées sont généralement a base de polymeéres (polyosides ou
protéines) traditionnellement utilisés dans l'industrie agroalimentaire comme stabilisants,
¢épaississants, gélifiants ou encore dispersants. Dans le cas des cellules bactériennes, plusieurs pistes
peuvent €tre envisagées : films secs, encapsulation (support a un polymeére), structures a base de
mélange de plusieurs polymeéres. Le choix se fait généralement pour 1'une ou l'autre possibilité selon

le domaine d'application.

Concha-Meyer et al., en 2011, ont présenté une étude sur l'incorporation de cellules de LAB
viables dans un film a base d'amidon et d'alginate de sodium, puis apres séchage, ils ont suivi la
viabilité des LAB et l'activité antimicrobienne de ces films a la surface d'un aliment réel, du
saumon, a 4°C. A la surface du saumon, ils ont observé un maintien de I'inhibition sur 21 jours pour
le cocktail de deux souches de LAB, et 28 jours pour le cocktail de deux souches de LAB
accompagné de nisine. Le nombre de cellules de LAB a ¢été stationnaire au cours de
l'expérimentation (certains nutriments ont pu diffuser du saumon vers les LAB) sans variation du
pH dans la zone de contact film/saumon.

En 2010, une autre publication allait déja dans ce sens. En incorporant des cellules de Lactobacillus
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sakei LQC 1089 (souche isolée a partir de viande) dans un film comestible de caséinates
(directement dans la solution filmogéne ou par pulvérisation), une réduction de la souche
pathogéne, Listeria monocytogenes SCOTT A, de 3 log a été observée apres 12 jours a 4°C sur
gélose et sur un systéme modele pour la viande fraiche (Gialamas et al., 2010).

Tout récemment en 2013, Sanchez-Gonzalez et al, ont confiné des cellules de Lactobacillus
plantarum (Primacol®, Lacer, Espagne), a une concentration initiale de 5 log UFC.cm™, dans des
films comestibles de caséinate de sodium (CS), de protéine de pois (PP), de methylcellulose (MC)
et d'hydroxypropylmethylcellulose (HPMC). Les films ont été fabriquée par « casting », séchés a 25
ou 37°C et ont été conservés a 5°C a une humidité relative de 75 % (conditions de stockage
similaires a celles des fromages ou des viandes) pendant 30 jours. Ils ont suivi la viabilité des
cellules, la production de bactériocines, l'activité anti-Listeria innocua CECT910 et étudié les
propriétés mécaniques et de perméabilit¢ des films. Bien que la viabilité des cellules de
Lb. plantarum ait été meilleure dans les films a base de protéines (plus de 90 % de la population
initiale a ét¢ maintenu a la fin du temps de conservation), la production de bactériocine a été
retardée par rapport aux films a base de cellulose. Dans ces derniers, le taux de bactériocine est plus
¢levé au départ ayant pour conséquence une activité antimicrobienne initiale plus importante. En
fonction de I'hydrocolloide utilisé, les propriétés antimicrobiennes en fonction du temps sont donc

différentes. Par la suite, il faudra trouver l'application en adéquation avec les propriétés du film.

La technologie de l'encapsulation des bactéries probiotiques a évolué avec les technologies
utilisées par l'industrie des biotechnologies. La procédure la plus couramment reportée pour
l'encapsulation dans le domaine des probiotiques est la formation de microcapsule (avec un
diameétre compris entre 0,3 et 3,0 mm) par extrusion ou émulsion en gélifiant par traitement
thermique (carraghénane, agarose, gélatine, gomme gellane) ou par ajout d'ions (alginate, chitosan)
(Kailasapathy, 2002 ; Doleyres et Lacroix, 2005 ; Lacroix et Yildirim, 2007 ; Petrovic et al., 2007).
Par la suite, les chercheurs s'intéressent a la viabilité des cellules probiotiques encapsulées en
reconstituant les conditions rencontrées dans le tractus gastro-intestinal de 'Homme. Le Tableau
1.8 suivant présente quelques publications avec la référence de la souche immobilisée et le

polyoside utilisé.
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Tableau 1.8 Encapsulation de bactéries probiotiques.

Souche immobilisée Polyoside utilisé Auteurs

Lactobacillus bulgaricus KFRI 673 Alginate de sodium avec un revétement avec du Lee et al., 2004
chitosane

Lactobacillus casei NCDC-298 Alginate de sodium Mandal et al., 2006

Lactobacillus acidophilus ATCC Alginate de sodium Kim et al., 2008

43121

Lactobacillus plantarum Alginate de sodium avec un revétement avec du Gbassi et al., 2009
lactosérum

Streptococcus thermophilus Alginate de sodium Aslim et Alp, 2009

Certains chercheurs ont aussi proposé d'enrober leurs capsules avec un revétement (Lee et al.,
2004). Les revétements sembleraient protéger les cellules des conditions acides du tractus gastro-
intestinal et donc augmenter la viabilité de ces derniéres.

Picot et Lacroix, en 2004, ont quant a eux utilisé¢ des matieres grasses du lait et du lactosérum pour
former des microcapsules par émulsion pour protéger des souches de probiotiques. La viabilité des
cellules de la souche Bifidobacterium breve RO70 encapsulées avec le lactosérum a été
significativement plus importante que celle des cellules libres aprés 28 jours de stockage a 4°C dans

un yaourt et apres expositions successives aux liquides gastrique et intestinal mode¢les.

Dans le domaine des biotechnologies, les objectifs sont différents mais les procédés
d'encapsulation sont semblables. Pour des productions d'antimicrobiens, comme la nisine, ou
d'acide lactique, l'intérét de 1'encapsulation est d'augmenter le rendement en métabolite produit en
augmentant la concentration cellulaire dans le réacteur (Ivanova et al., 2002) ou en permettant de
réutiliser les cellules pour plusieurs fermentations successives (Panesar ef al., 2007). Ivanova et al.,
en 2002, ont immobilisé des cellules d'Enterococcus faecium dans des billes d'alginate et ils ont pu
enchainer trois cycles de production d'enterococcine équivalents (6 400 UL.mL! aprés 72h) avec
une viabilité des cellules accrue de 0,5 log en fin de cycle par rapport a des cellules libres. La
libération de I'enterococcine des billes vers le milieu s'est faite sans difficulté. Panesar et al.,, en
2007, ont produit de l'acide lactique avec des cellules de Lactobacillus casei immobilisées. La
conversion du lactose n'a pas diminué sur 16 cycles successifs. Ces auteurs ont optimisé la
concentration du gel pour limiter les phénomenes de résistance liée a la diffusion des entrants et des
sortants, ainsi que la taille des billes. En effet, lorsque la taille des billes a ét¢ diminuée, la
production d'acide lactique a augmenté. Il est connu que le rapport surface/volume est augmenté

avec la diminution du diamétre des billes et que dans ce cas, les mouvements des molécules en
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périphérie de la bille et a l'intérieur se font plus rapidement (Audet et al, 1988 ; Panesar et al.,

2007).

Tableau 1.9 Encapsulation de LAB pour une utilisation en bioréacteur.

Souche immobilisée Polyoside utilisé pour = Métabolites produits Auteurs
I'immobilisation

Streptoccocus thermophilis Carraghénane « / acide lactique Audet et al., 1988

Lactobacillus bulgaricus no. 5085 gomme de caroube

S. lactis no. 2432

Lactococcus lactis subsp. lactis CNRZ144  Carraghénane « / Pré-fermentation de Sodini et al., 1997

Lactococcus lactis subsp. cremoris E8 gomme de caroube lait UHT écrémé

Leuconostoc mesenteroides X2
Lactococcus lactis subsp. lactis biovar.

diacetylactis CD11

Lactococcus lactis subsp. lactis DPC 3147  Alginate de sodium nisine et lacticine 3147 Scannell ef al., 2000b

Lactococcus lactis DPC 496

Lactococcus lactis 10-1 Alginate de sodium nisine Z Sonomoto et al., 2000
Carraghénane

Enterococcus faecium A 2000 Alginate de sodium enterococcine Ivanova ef al., 2002

Lactobacillus casei NBIMCC 1013 Pectate acide lactique Panesar et al., 2007

Les travaux déja publiés a propos de I'encapsulation de cellules sont donc conséquents mais
peu de chercheurs se sont encore intéressés a la fois a la viabilité des cellules encapsulées et a la
conservation de leurs capacités antimicrobiennes dans le cas des LAB probiotiques ou
bioprotectrices. Brachkova et al., en 2010, sont parmi les seuls a étudier ces propriétés. Des
Lactobacillus spp. ont été encapsulés dans des billes d'alginate de quatre fagons différentes :

e 1-al'intérieur ;

e 2-al'intérieur et sur la surface ;

e 3-3alasurface;

* 4- concentrées a la surface et a l'intérieur.
L'activit¢ antimicrobienne résiduelle a été évaluée contre des souches multi-résistantes de
Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli et
Klebsiella pneumoniae. Pour les billes de type (2), une activité antimicrobienne comparable a celle
de la culture native en milieu liquide a été observée. Dans ce cas des souches de LAB immobilisées,
il semblerait donc que les agents antimicrobiens qu'elles libérent réussissent a migrer de la bille
vers l'extérieur et atteindre les souches cibles.

L'encapsulation serait donc une technique d'immobilisation qui permettrait de conserver les
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capacités antimicrobiennes des LAB et les connaissances déja acquises dans ce domaine pour
d'autres applications pourraient étre transposées a la problématique de la biopréservation.

Un grand nombre de publications présentent des travaux sur l'encapsulation mais peu de
chercheurs se sont intéressés a I'immobilisation de cellules dans des gels autres que sous forme de
billes. Bevilacqua et al., en 2010 ont présenté des résultats concernant la réponse a des stress
alcalins ou acides de Lactobacillus plantarum chargés dans un gel d'alginate. En priorité, ces
auteurs ont étudié la survie des cellules. Aprés 30 jours, 1077 UFC.g'! sont encore viables pour des
températures de stockage de 4 et 15°C. L'immobilisation de LAB dans des matrices d'alginate
permet de maintenir une viabilité importante.

Ces derniéres années, l'encapsulation se développe aussi a partir de systémes plus complexes
de mélanges de biopolymeres (€émulsion de polyoside et de protéine) pour la protection et la
libération de composés fonctionnels tels que les vitamines, les nutraceutiques, les composés
aromatiques, ... (Matalanis et al., 2011). La principale raison de cette tendance est le fait que le
nombre de substances 1également autorisées pour l'industrie alimentaire est limité et 1'acceptation
d'un nouvel ingrédient demande un colt important et beaucoup de temps. La recherche de nouveaux
assemblages a partir des mélanges de biopolymeres (de qualité alimentaire) pour l'encapsulation
permettrait d'accéder a une variété d'organisation structurale sans introduire de nouveaux

ingrédients (Jones et McClements, 2010).

Les biopolymeres de qualité alimentaire (comme les protéines ou les polyosides) peuvent
étre utilisés pour créer une gamme diversifiée de systémes appropriés pour l'encapsulation, la
protection et la libération de composés fonctionnels tels que des vitamines, des nutriments, des
composés aromatiques, des antioxydants, des antimicrobiens, des nutraceutiques, ... (Matalanis et
al., 2011). Plusieurs comportements des mélanges de biopolymeéres de natures différentes peuvent
étre utilisés pour créer des systemes de libération comme la coacervation ou la séparation de phase

(Figure 1.11).
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Figure 1.11 Comportements des mélanges de biopolymeres protéine/polyoside (d'aprés Matalanis
etal.,2011).

Lorsqu'il y a une attraction entre les deux types de biopolymeres, cela cause 1'association entre eux
soit sous forme de complexes solubles soit sous forme de complexes insolubles. L'exemple le plus
commun de ce type résulte d'interactions électrostatiques entre molécules ayant des charges
opposées. Le phénomene de complexation, appelé coacervation, correspond a la formation de deux
phases distinctes : I'une est riche en biopolymeéres A et B et, 'autre est appauvrie en biopolymeéres.
L'incompatibilité thermodynamique (ou ségrégation) se produit lorsque l'interaction entre les deux
biopolymeres est plus répulsive que l'interaction entre deux molécules A ou deux molécules B. Cela
entraine la formation de deux phases non miscibles l'une riche en A et l'autre riche en B.
L'incompatibilité¢ thermodynamique est le phénomene le plus communément rencontré pour une
solution de deux biopolymeres (Schorsch et al., 1999 ; Tolstoguzov, 2003) et une importante variété

de microstructures peut étre obtenue (Matalanis ef al., 2011) (Figure 1.12).
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Figure 1.12 Exemple de structures pouvant étre formées par des systeémes bipolymériques (d'apres
Matalanis et al., 2011).

Systéme homogéne : particule constituée d'un ou plusieurs biopolyméres qui sont « intimement » mélangés et
apparaissent formant un systéme homogene a I'échelle de la particule

Systéme avec revétement : particule composée de deux phases, 1'une formant un revétement autour de l'autre. Ce
revétement peut varier en terme de composition, d'épaisseur et de structure, il peut étre simple ou multi-couches.
Systéme hétérogéne bicontinu : intéricur de la particule constitué de deux biopolyméres au moins qui sont séparés en
deux phases de compositions différentes (par exemple, une phase riche en protéine et 'autre riche en solvant ou en
polyoside)

Systéme hétérogeéne dispersé : intérieur de la particule constitué de deux biopolymeéres dont un est dispersé dans la
phase riche en l'autre.

Une fois qu'une microstructure particuliére est obtenue (sphéres, fibres, gouttelettes allongées
(larmes)), il est parfois possible de figer le systéme dans un état cinétiquement stable en changeant
par exemple les conditions environnementales pour qu'une phase ou les deux forment un gel. Les
modes opératoires pour former de tels systémes sont multiples : technique de moulage,
pulvérisation (« spray drying »), méthode d'injection (extrusion) ((micro)billes d'alginate), méthode
microfluidique (Matalanis et al., 2011 ; McClements 2012).

Quatre principaux mécanismes ont ét¢ identifiés pour caractériser les propriétés de libération de tels
systemes : diffusion, érosion, fragmentation, gonflement/contraction (Jones et McClements, 2010 ;

Matalanis et al., 2011).

Peu de travaux ont été publiés sur l'incorporation de cellules bactériennes dans de tels
systtmes a deux biopolyméres dans des conditions d'incompatibilit¢ thermodynamique. Tout
d'abord, ces propriétés d'interaction ont été exploitées par les biologistes pour effectuer des
séparations de matériel biologique (cellules animales, végétales ou microorganismes) dans des
conditions douces (Pacek et al., 2000) ou pour caractériser les propriétés physico-chimiques de

surface de cellules bactériennes (point isoélectrique, charge globale, hydrophobicité¢ locale)
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(Umakoshi et al, 1997). Cette méthode connue sous le nom d'ATPS (« Aqueous Two-Phase
System ») repose sur le partage des cellules entre deux phases pouvant étre issues dune
incompatibilit¢ thermodynamique entre deux polyméres de nature différente (exemple Poly-
Ethyléne Glycol (PEG) / Dextran (Umakoshi et al., 1997)). Cette technique a par exemple été
utilisée pour effectuer la séparation des cellules de leurs métabolismes & partir des milieux de

culture (Tableau 1.10).

Tableau 1.10 Incorporation de microorganismes dans des systémes incompatibles.

Systéme incompatible Microorganisme Application Référence
PEG / dextran Lactobacillus delbrueckii subsp. Extraction de 1'acide Planas et al., 1996
PEG / HPS delbrueckii 9649 lactique
EO /HPS Lactococcus lactis subsp. lactis
PO /HPS 19435, 65.1
Lactococcus lactis subsp. cremoris
DSG-HB
PEG / dextran Escherichia coli W3110, ML308 Caractérisation des Umakoshi et al., 1997
Saccharomyces cerevisiae propriétés physico-

chimiques de surface de
cellules bactériennes

PEG / dextran Polyporus squamosus Extraction de la Antov et Pericin, 2000
pectinase Antov et al., 2001
PEG / phosphate Trichoderma harzianum Extraction de composés Rito-Palomares et al., 2000
PEG / sulfate aromatiques Rito-Palomares et al., 2001
PEG / dextran
Sodium polystyréne Escherichia coli AB1157 Compréhension du Schwarz-Linek et al., 2010
sulfate / phosphate Sinorhizobium meliloti Rm1021 phénomeéne de formation
de biofilms

Succinoglycan /
phosphate

EO : oxyde d'é¢thylene

HPS : amidon hydropropyle (« Hydropropyl Starch »)
PEG : Poly-Ethyléne Glycol

PO : oxyde de propyléne

Depuis ces derniéres années, des systémes incompatibles sont utilisés dans le domaine des

probiotiques pour réaliser des microencapsulations de souches actives (Tableau 1.11).
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Tableau 1.11 Microencapsulation de souches probiotiques confinées dans des systémes

incompatibles.
Systéme incompatible Microorganisme Meéthode d'encapsulation Référence
PVP/ dextran Enterococcus faecium M74 Pulvérisation-séchage Millgvist-Fureby et al., 2000
PEG / dextran Lactobacillus rhamnosus ATCC Pulvérisation-séchage Leja et al., 2009
PVP / dextran 53103
Alginate / isolat de Lactobacillus casei Technique de I'émulsion  Andrade et al., 2010
protéine de soja
Alginate / isolat de

protéine de pois
PEG : PEG : Poly-Ethyléne Glycol
PVP : Poly (Vinyl Pyrrolidone)

En effet, les cultures probiotiques sont généralement utilisées sous forme séche pour une
incorporation dans des produits laitiers ou pour une prise sous forme de complément alimentaire
(Leja et al., 2009). Les bactéries probiotiques ont un pourcentage de survie et d'activité résiduelle
moindre lorsqu'elles ont été exposées a des conditions de pression osmotique et de température
extrémes pendant I'étape de séchage (Leja et al., 2009). Les systemes ATPS sont alors utilisés
comme facteur de protection. Si les cellules sont confinées dans la phase dispersée qui est
elle-méme entourée de la phase continue, il y a donc une double protection illustrée (Leja et al.,

2009) par la Figure 1.13 ci-dessous (Millqvist-Fureby et al., 2000).

Figure 1.13 Représentation schématique de particule obtenue apres pulvérisation-séchage d'un
systéme incompatible confinant du matériel biologique (d'aprés Millqvist-Fureby et
al., 2000).

a : Gouttelette apres pulvérisation.

b : Particule séche.

Les parties grises et blanches représentent les deux phases du systéme, chacune enrichie en un polymeére. Les points
noirs représentent le matériel encapsulé confiné dans la phase dispersée du systéme.

En plus de cette notion de double protection, Nag et al., en 2011, ont mis en avant des améliorations
dans les propriétés physico-chimiques et mécaniques du gel formé avec un mélange de deux
biopolymeéres caséinates de sodium / gomme gellane en comparaison d'un gel formé uniquement
avec des caséinates de sodium. Méme si les conditions de concentration ne permettent pas de

classer ce mélange dans les systéemes APTS, ces travaux mettent en avant un autre point positif pour
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l'utilisation de mélange de biopolymeres. La gomme gellane (produit par Pseudomonas elodea) est
connue pour fournir des petites particules en suspension sans provoquer une augmentation de la
viscosité significative. De plus, elle n'est pas facilement dégradée par les enzymes et résiste a des
environnements acides (Nag et al., 2011). La combinaison des caséinates de sodium et de la gomme

gellane augmente alors la force du gel et sa résistance (Nag et al., 2011).

Pour l'utilisation de tels systeémes polymériques incompatibles pour confiner du matériel
biologique comme des cellules, il est important de s'intéresser aux interactions mises en jeu dans les
systémes entre les polymeres et le matériel confiné. Dans le cas de cellules bactériennes, ces

interactions guideront leur localisation.

1.2.4.1 Relation entre propriétés de surface et interactions

Les microorganismes peuvent adhérer aux surfaces. Le role de 1'environnement (parameétres
physico-chimiques, conditions hydrodynamiques) est un paramétre essentiel de l'interaction entre le
microorganisme et une surface. Mais d'autres facteurs liés au support et au microorganisme

influencent ces interactions (Tableau 1.12) (An et al., 1997 ; Palmer et al., 2007).

Tableau 1.12 Principaux parametres influencant les interactions des microorganismes avec leur
environnement.

Facteurs liés a la surface-support |- Nature chimique de la surface

- Rugosité et micro-topographie

- Charge de surface

- Hydrophobicité

Facteurs liées au microorganisme |- Concentration cellulaire

- Espéce

- Composition et structure de la surface cellulaire

- Caractéristiques physico-chimiques de la surface microbienne (hydrophobicité,
charge)

- Etat physiologique (phase de croissance)

- Adaptation phénotypique

Facteurs liés a l'environnement - Température

- Force ionique et nature des sels

- pH

- Présence de surfactants, de macromolécules, d'éléments nutritifs
- Conditions hydrodynamiques
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Dans les approches physico-chimiques classiques, les bactéries sont assimilées a des particules
colloidales idéales, sphériques et rigides, avec une surface parfaitement définie et uniforme. Elles
portent a leur surface un grand nombre de macromolécules comme des protéines, des
peptidoglycanes, des polysaccharides et des molécules d'acide techoique. Tous ces composés
apportent aux cellules leurs propriétés physico-chimiques de surface qui permettent aux bactéries
d'interagir avec d'autres entités par des interactions de type acide/base (au sens de Lewis),
¢lectrostatiques ou encore hydrophobes (Ly ef al., 2008a). Les propriétés de surface liées aux
interactions entre bactéries et interfaces ont été largement étudiées pour la formation de biofilm.
Ces informations sont essentielles dans de nombreux domaines : biomédical, sécurité alimentaire,
corrosion et environnement. Ce sont ces propriétés de surface qui déterminent principalement les
interactions qu'ont les microorganismes avec leur environnement (Schiar-Zammaretti et Ubbink,
2003). Rosenberg et al., en 1980, rapportaient déja que la nature hydrophobe de la surface externe
d'une grande variété de microorganismes est impliquée dans leur répartition dans des systémes
liquide/liquide aux interfaces ou dans une phase particuliére. Bien sir, le poids relatif de ces
caractéristiques biologiques métaboliques, physiques et chimiques dépend de la souche microbienne

étudiée.

Quelques études ont été réalisées ces dernicres années dans le domaine alimentaire. Certains
auteurs (Kiely et Olson, 2000) ont étudié les propriétés de surface de bactéries lactiques dans le but
de comprendre leur localisation dans des produits fermentés. Ly et al. ont publi¢ une série de
travaux sur les interactions entre bactéries lactiques et :

* composants alimentaires : composés d'ardmes et matiéres grasses du lait (2006b) ;

* émulsions modeles (2006a) ;

* composés d'ardmes (2008b) ;

* protéines laitieres (2008a).
Ly et al. (2008b) ont travaillé avec deux souches de Lactococcus lactis LLD16 et LLD18 ayant des
propriétés de surface différentes. Dans des émulsions huile dans eau avec trois protéines laitiéres
différentes, ils ont montré l'importance que ces propriétés de surface pouvaient avoir dans la
structuration des systémes. Les cellules bactériennes interagissent avec les autres composants du
systtme et influencent la stabilit¢é des émulsions. Par exemple, si des bactéries chargées
négativement sont ajoutées a des émulsions avec des gouttelettes chargées positivement, les cellules

peuvent s'absorber sur les gouttelettes par des interactions €lectrostatiques. De plus, différents effets
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ont été observés pour la souche LLD16 et pour la souche LLD18. Ceci montre I'importance de
s'intéresser aux propriétés de surface des bactéries comme le point isoélectrique et le caractére

hydrophobe/hydrophile.

1.2.4.2 Caractérisation des propriétés de surface des LAB

L'hydrophobicité et la charge de la surface cellulaire jouent des roles prépondérants dans les
interactions entre cellules et surface. Ces deux propriétés sont liées a la composition de la paroi
cellulaire (Palmer et al, 2007) ainsi qu'aux conditions de culture et l'age de la culture.
L'hydrophobicité est fréquemment déterminée par la méthode MATS (« Microbial Adhesion To
Solvents ») (Bellon-Fontaine et al., 1996) et la charge de surface des cellules est déterminée par la

mesure de la mobilité électrophorétique.

1.2.4.2.1 MATS (« Microbial Adhesion To Solvents »)

Cette méthode a été mise au point par Bellon-Fontaine et al. en 1996. Elle consiste en la
caractérisation de la surface cellulaire des microorganismes en déterminant le caractére électron-
donneur/¢lectron-accepteur (acide/base au sens de Lewis) et le caractere hydrophile/hydrophobe.
Cette méthode repose sur l'affinit¢é des microorganismes pour différents solvants de propriétés
physico-chimiques connues. Différents solvants ont été utilisés (Tableau 1.13) : un solvant
monopolaire acide, le chloroforme ; un solvant monopolaire basique, 1'éther ; et deux solvants

apolaires, 'hexane et 'hexadécane.

Tableau 1.13 Caractéristiques énergétiques (mJ.m?) des solvants utilisés pour la méthode MATS
selon Bellon-Fontaine et al., 1996 avec y,*V composante de Lifshitz Van Der Waals,
Yy*Lcomposante €électron-accepteur et Yy, composante électron-donneur.

Nom du solvant W Y YL Caractere acide ou basique
hexadécane 27,7 0 0 -

chloroforme 27,2 3,8 0 acide

hexane 18,4 0 0 -

éther 16,7 0 16,4 basique

Ainsi, la différence d'affinité entre le chloroforme (solvant monopolaire acide) et I'hexadécane
(solvant apolaire) nous renseigne sur le caractére €lectron-donneur (caractére de base de Lewis)

d'une souche bactérienne, puisque les composants de Van Der Waals des solvants sont identiques.
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De méme, la différence d'affinité entre 1'éther et I'hexane (solvants apolaires) nous renseigne sur le
caractére électron-accepteur (caractére acide de Lewis) de cette méme souche bactérienne, les
composantes de Van Der Waals de ces deux solvants étant similaires.

L'estimation des caracteres ¢€lectron-donneur et électron-accepteur ainsi que l'affinité pour les
solvants apolaires nous permettent d'en déduire le caractére hydrophile/hydrophobe de la souche
étudiée. Afin de s'affranchir des interactions €lectrostatiques entre microorganismes et solvants, les
cellules sont placées dans un liquide de force ionique élevée, tel que le tampon phosphate de
sodium.

Giaouris et al., en 2009, ont testé 50 souches de Lactococcus lactis pour leurs propriétés de
surface en utilisant la méthode MATS (solvants utilisés : chloroforme et hexadécane). Ces auteurs
ont révélé une grande variation entre les souches vis-a-vis du pourcentage d’adhésion a
I’hexadécane. La diversité de ces propriétés est expliquée par une possible connexion avec I’origine
de la souche (origine animale, végétale, humaine). Néanmoins, la plupart des souches testées
présentent une surface avec un clair caracteére hydrophile (pourcentage d’affinité avec 1’hexadécane
inférieure a 40 %). De plus, une grande partie de ce pool de 50 souches est électron donneuse. Cette
propriété de basicité selon Van der Waals a ét¢ également mise en évidence par Ly et al. (2006b)
pour 20 souches de Lactococcus avec une surface hydrophile.

Giaouris et al. (2009) rapportent des travaux qui montrent que la surface hydrophile de ces souches
possede une concentration en polysaccharides deux fois plus importante qu’en protéines. De plus,
I’hydrophobicité de surface des cellules est aussi corrélée a la concentration en azote ou en carbone,

et est inversement proportionnelle a la concentration en oxygene dans la paroi cellulaire externe.

1.2.4.2.2 Mobilite électrophorétique, mesure du potentiel Zéta

La mesure du potentiel Zéta permet de déterminer les caractéristiques des charges
¢lectriques qu'une particule acquiert en solution avec les ions qui l'entourent. Le potentiel Z&ta est
déterminé par la mesure de la direction et la vitesse des particules dans un champs électrique.

Le point isoélectrique (pI) des LAB est généralement compris entre 2 et 4 (Tableau 1.14). Aux
pH > pl, le potentiel z€ta est négatif (charge globalement négative) et inversement aux pH < pl

(charge globalement positive).
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Tableau 1.14 Valeurs de quelques pI de LAB.

Souches pl Références
Lactobacillus helveticus ATCC12046 3,0 Boonaert et Rouxhet, 2000
Lactococcus lactis subsp. lactis diacetylactis LMG 9452 2,0
Lactobacillus Schir-Zammaretti et Ubbink, 2003
johnsonii DSM20533 3,7
Jjohnsonii ATCC332 <3
Jjohnsonii ATCC33200 4,1
crispatus DSM20584 4,9
helveticus ATCC12046 39
helveticus ATCC15009 3,7
Lactococcus lactis subsp. lactis biov. diacetylactis Ly et al., 2006a, 2008a
LLD16 <2
LLDI18 3,5
LLDI125 2,5

Boonaert et Rouxhet (2000) ont comparé¢ les propriétés des cellules collectées en phase
exponentielle et en phase stationnaire. Pour les souches testées, ils n'ont pas obtenu de différence.
Toujours d'apres leurs travaux, ces propriétés ¢électrostatiques sont a corréler avec la composition
cellulaire. La surface de leurs souches est composée majoritairement de polysaccharides. Le
caractére de la charge fortement négative a pH élevé serait dii & un ratio N(azote)/P(phosphate)
faible reflétant l'exposition relative des protéines et des groupements phosphate a la surface des

cellules.

Pour observer la répartition des cellules bactériennes dans les systémes de confinement, la
microscopie est I'outil le plus utilisé. Les systémes biologiques sont généralement tridimensionnels :
les systémes polymériques biphasiques envisagés dans cette étude en font partie. Avec un
microscope conventionnel, la lumicre de toutes les zones de 1'objet, pas seulement de la zone de
mise au point, entre dans le microscope et est utilisée pour créer une image brouillée et confuse.
Grace au développement du Microscope Confocal a Balayage Laser (MCBL), ce probleme a été
résolu. Le microscope confocal permet une meilleure résolution axiale grace a la présence d'un trou
de filtrage (pinhole, diaphragme) adapté qui permet d'éliminer la lumicére émise par les plans sous-
et sur-jacents au plan de focalisation. Son utilisation est souvent couplée a I'emploi de

fluorochromes.
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1.2.5.1 Systéemes polymériques biphasiques et microscopie confocale

Les chercheurs spécialistes des mélanges d'hydrocolloides utilisent généralement Ia
microscopie confocale pour déterminer le comportement de déphasage d'un mélange. Pour
différencier la phase protéique de la phase polyosidique, la protéine est le plus souvent marquée
avec la Rhodamine B IsoThioCyanate (RITC) (Alves et al., 2001 ; Butler et Heppenstall-Butler,
2003 ; Nono et al., 2011 ; Mession et al.,, 2012 ; Perrechil et Cunha, 2012). La RITC est connue
pour se lier aux protéines par des liaisons hydrophobes. Des faibles quantités de 1'ordre de 10 ppm

CKCCSC 10 20 30

suffisent (Mession et al., 2012).
50 60

Figure 1.14 Images de microscopie confocale de mélanges caséinate de sodium
(SC) / x-carraghénane (KC) dans NaCl a 0,1 mol.L-! (Nono ef al., 2011).
La concentration de chaque polymére est indiquée en g.L'!. Les échantillons ont été mélangés et chauffés 5 min & 60°C

puis observés immédiatement a 20°C. Les zones claires sont les zones riches en protéines. Le format des images est de
160 x 160 pm.

1.2.5.2 Les fluorochromes pour marquer les cellules bactériennes

Différents fluorochromes sont généralement utilis€és comme marqueurs pour 1'observation
par microscopie de fluorescence des microorganismes. Pour marquer les acides nucléiques et
étudier l'intégrité cellulaire, les principaux cités sont : l'iodure de propidium (IP), le DAPI
(4', 6'-diamino-2-phénylindole), l'acridine orange et le Syto 9. Leurs caractéristiques sont présentées
dans le Tableau 1.15 (Breeuwer et Abee, 2000 ; Joux et Lebaron, 2000). Certaines colorations
permettent de détecter la totalité de la population, d'autres uniquement les cellules mortes et d'autres

uniquement les cellules vivantes.
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Tableau 1.15 Caractéristiques des fluorochromes les plus couramment utilisés pour marquer les
acides nuclé€iques et étudier 'intégrité cellulaire.

Fluorochromes A d'excitation | A d'émission Cible Mode d'action
(nm) (nm)
Iodure de propidium 535 617 ADN -Pénétre les cellules ayant une

membrane endommagée : fixation aux
acides nucléiques
-Fluorescence rouge

DAPI 345 455 ADN/ARN | -S'intercale entre les bases A, T, U en
(4', 6'-diamino-2-phénylindole) émettant une fluorescence bleue
Acridine orange 503 530/640 ADN/ARN | -Si le rapport ARN/ADN est élevé, les

bactéries sont actives — coloration
rouge ou orange

-Si le rapport ARN/ADN est faible, les
bactéries sont mortes — coloration
verte

Syto 9 504 523 ADN -Pénetre dans les cellules quelque soit
leur état physiologique et se fixe aux
acides nucléiques

-Fluorescence verte des cellules

Depuis une dizaine d'années, le kit Live/Dead® Baclight™ (Molecular Probes, Oregon,
Etats-Unis) est de plus en plus utilisé en recherche dans divers domaines et notamment I'analyse de
la viabilit¢ de microorganismes encapsulés (Pereira et al, 2005 ; Wadhawan et al., 2011). La
coloration avec le kit Live/Dead® Baclight™ Bacterial Viability Kit peut étre utilisée pour
simplement localiser les cellules mais elle permet également d'estimer la population de bactéries
viables et de bactéries totales d'un échantillon.

Ce kit est composé de deux fluorochromes cités précédemment : le Syto 9 et 1'iodure de propidium
(IP). Ce sont des marqueurs des acides nucléiques mais ils difféerent par leurs caractéristiques
spectrales et leur capacité a pénétrer dans la cellules. Le Syto 9 est un fluorochrome perméant qui
est capable de pénétrer toutes les cellules quel que soit leur état physiologique puis de se fixer aux
acides nucléiques et de colorer les cellules en vert. Ainsi, ce fluorochrome peut étre utilisé pour le
marquage et le dénombrement de la totalit¢ des cellules présentes dans un échantillon donné. L'IP
est utilisé comme contre colorant du Syto 9 permettant de distinguer les cellules mortes des cellules
viables. Il est non perméant du fait de la taille et de la charge de la molécule de propidium et pénétre
exclusivement les bactéries dont la membrane cytoplasmique est endommagée pour se fixer aux

acides nucléiques et colorer ainsi les cellules en rouge.
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Cellule endommagée ou morte Cellule intégre (viable)

Syto @
. Todure de Propidium

Figure 1.15 a. Mode de fonctionnement des deux fluorochromes du kit Live/Dead® Baclight™
b. Viabilité¢ d'une culture de Lactococcus lactis LAB3 (starter commercial MDO089,
Ezal line, Rhone Poulenc, Dangé Saint-Romain, France) dans MRS en anaérobiose a
24 h en utilisant le kit Live/Dead® Baclight™, objectif 100, microscope a
épifluorescence Axiovert25 (Zeiss).

L'intensité de la fluorescence obtenue avec ces deux fluorochromes est grande, avec un contraste
important entre les cellules vertes et les cellules rouges, et une fluorescence de fond minimale
(Boulos et al., 1999).

Dans la littérature, le kit Live/Dead® Baclight™ a été utilisé dans les deux cas auxquels nous nous
sommes intéressés dans cette étude : (i) mélanges dispersés (type émulsion) et (ii) gels
d'immobilisation des cellules.

(i) Pour ce premier cas, les travaux exposés dans la littérature sont le plus souvent en rapport avec
les matrices alimentaires. Par exemple, Auty ef al., 2001, ont incorporé des souches probiotiques
dans du lait écrémé et du fromage de type Cheddar. Méme dans ces milieux complexes, le

marquage semble fonctionner (Figure 1.16.a).
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Figure 1.16 Exemples de marquage cellulaire par le kit Live/Dead® Baclight™ dans des systémes
dispersés complexes (d'apres Auty et al., 2001; Shima et al., 2006)

a. Observation de la souche probiotique Bifidobacterium sp. UCC 35612 marquée avec le kit Live/Dead® Baclight™
dans du fromage type Cheddar (échelle 25 um) (Auty et al., 2001).

Les cellules sont observées dans la phase protéique verte claire. Les espaces noirs représentent les matiéres grasses.

b. Cellules de Lactobacillus acidophilus JCM1132 (souche probiotique) incorporées dans une émulsion eau dans huile
dans eau pour un effet de protection. Cette photographie est composée de l'image optique et de 1'image avec le filtre de
fluorescence du Syto 9 uniquement (Shima et al., 2006).

Les fléches pointent les cellules contenues dans les gouttelettes d'huile.

(ii) L'immobilisation de cellules est largement utilisée dans la plupart des applications en
biotechnologies et la encore, le kit Live/Dead® Baclight™ a été mis en ceuvre. Wadhawan et al.,
2011, l'ont utilisé pour déterminer l'effet de leurs procédures d'encapsulation (dans l'alginate de
calcium et dans du PVA phosphorylé (« PolyVinyl Alcohol »)) sur la viabilit¢ des cellules
(Escherichia coli K-12 IMO019 et Agrobacterium radiobacter J14a). Le pourcentage de cellules
viables dans la culture était compris entre 54 et 74 % avant immobilisation et entre 39 et 62 % apres
immobilisation. Pereira et al., 2005, se sont, quant a eux, intéressés au suivi de la viabilité et de la
morphologie des cellules (Escherichia coli XL1-blue, Streptomyces nodosus ATCC 14899) au cours
du temps (sur plusieurs dizaines de jours) une fois encapsulées dans l'alginate de calcium. En plus
des données récoltées sur la viabilité, I'analyse des images prises des sections des billes (de 10 pm)

a montré une répartition uniforme des cellules d'E. coli dans les billes.
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1.3 Physico-chimie des systémes polymériques biphasiques

Les structures a base de mélanges de biopolymeres (abordées au paragraphe 1.2.3) se
révelent étre des systémes d'intéréts et en développement récent pour servir de support a des
molécules biologiques (actifs thérapeutiques, ardmes, bactéries, ...) pour leur transport et leur
libération ciblée. Dans ce paragraphe, les comportements de systémes bipolymériques en général et
celui du systeme alginate/caséinate en particulier (qui est le systéme choisi pour cette étude) vont

donc étre détaillés.

1.3.1.1 Comportements de phase des systémes protéine/polyoside/eau

Les aspects thermodynamiques qui déterminent le comportement des mélanges de
biopolymeéres en milieu aqueux sont les mémes que ceux des mélanges de polymeéres synthétiques
en milieu solvant (De Kruif et Tuinier, 2001).

Lorsque deux biopolymeres (P1, P2) en solution sont mélangés, par exemple une protéine et un
polyoside, les différents comportements décrits précédemment sur la Figure 1.11 (paragraphe 1.2.3)
sont observables :

* miscibilité ;

* séparation de phase associative : complexes solubles ou insolubles (coarcervation) ;

* séparation de phase ségrégative : co-solubilité (C < Cseuil), incompatibilité (C > Cseuil).
Dans le cas de solutions tres diluées, le systéme est stable et les deux biopolymeres sont miscibles.
Lorsque les concentrations augmentent, les systémes deviennent plus instables en fonction des
interactions. La formation de ces systémes est due aux caractéristiques structurales des polymeres
(poids moléculaire, présence de groupements hydrophobes, charge des polymeéres), au pH, a la
température, a la force ionique de la solution et a la concentration des polymeres (Lemay, 2000).
Néanmoins, dans un grand nombre de cas, les mélanges de biopolymeres tendent a se séparer
(Tolstoguzov, 1991 ; Grinberg et Tolstoguzov, 1997). Quand la force motrice de la séparation de
phase est répulsive, le systéme qui en résulte est appelé systetme thermodynamiquement
incompatible (Jones et McClements, 2010). Dans la revue de Grinberg et Tolstoguzov, 1997, une
centaine de mélanges protéines (gélatine, caséine, sérum d'albumine bovin)/polyosides (neutres

(dextran, amylopectine), anioniques (alginate, gomme arabique, pectine)) est présentée et la
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majorité est décrite comme incompatible thermodynamiquement.

Les molécules de biopolymeres interagissent entre elles (P1-P1, P2-P2 ou P1-P2) par une grande
diversité de liaisons physiques et/ou chimiques. Ces forces sont modulées par les conditions
environnementales et la composition de la solution (pH, force ionique, température, solvant). Les
forces d'interaction entre deux polymeéres incluent les interactions électrostatiques, les liaisons
hydrogénes, les interactions hydrophobes et les effets d'exclusion de volume (déplétion) (Jones et

McClements, 2010).

Dans le cadre de notre étude, des mélanges de compositions induisant une séparation de
phase ont été utilisés. La séparation de phase ségrégative était auparavant un moyen de concentrer
des solutions de protéine et obtenir ainsi des concentrations qui n'auraient pas pu étre atteintes avec
une solution protéique seule (Tolstuguzov, 1995). De tels systémes ont par ailleurs un intérét dans la
formation de microstructures particuliéres. Un systeme biphasique peut étre cisaillé ou extrudé pour
former un systéme comportant une phase aqueuse dispersée sous forme de particules sphériques
dans une seconde phase aqueuse. Ce type de systeme est appelé une émulsion eau dans eau (Jones
et McClements, 2010). Par la suite, la phase continue peut étre gélifiée en utilisant des ions calcium

par exemple pour des phases riches en alginate ou en pectine (Jones et McClements, 2010).

1.3.1.2 Séparation de phase

1.3.1.2.1 Aspect.thermodynamique

Selon le second principe de la thermodynamique, des espéces a mélanger sont miscibles si
'énergie libre de mélange (AG) est minimale :
AG=AH-TAS
avec AH, l'enthalpie ;AS, l'entropie ; T, la température.
Dans le cas d'une solution idéale, les forces intermolécualires (responsables du terme enthalpique
« AH ») sont négligées devant la contribution entropique (responsable du terme « -T AS »).
Flory (1942) et Huggins (1942) ont été les premiers a établir un modele adapté aux solutions de
polymeéres. Cette théorie ne peut pas décrire les propriétés thermodynamiques des solutions mais
permet néanmoins de prédire la stabilit¢ d'une solution de macromolécules par rapport a celle
observée dans une solution de molécules simples. Ils ont ajouté¢ a I'expression de AG un terme
enthalpique pour exprimer I'écart a I'idéalité. Il est décrit par le paramétre sans dimension de Flory-

Huggins (xsp1) qui refléte les interactions entre le solvant S et le polymere P1. Lorsque ysp1 < 0,5,
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le systeme est miscible ; xsp1 > 0,5, une séparation a lieu (Donato, 2004).
Pour un mélange de deux polymeéres, l'affinité entre polymeéres est aussi prise en compte sous la
méme forme : yP1P2. Selon ces parametres, le comportement du mélange est déterminé (Doublier et
al., 2000) :

* siyp1P2 <0, la séparation de phase est de type associatif, les interactions entre P1 et P2 sont

plus enthalpiquement favorables que P1 ou P2 avec le solvant S ;
* siyp1P2 > 0, la séparation de phase est ségrégative, les interactions entre P1 et S et P2 et S
sont prédominantes.

Ce modele peut convenir a des mélanges aqueux protéine/polyoside lorsque la protéine a certaines
caractéristiques comme par exemple la gélatine qui est fibrillaire, de conformation en chaines
allongées (Clark et al., 1999). Pour d'autres types de mélanges avec des protéines globulaires
sphériques, ayant une forme compacte, il est plus difficile de conclure (Doublier et al., 2000).
Edmond et Ogston (1968) ont développé un autre modéle basé sur le développement du viriel' en
utilisant ses coefficients du second ordre. Les seconds coefficients du viriel relatifs au polyoside
(4ps) et a la protéine (Apr) reflétent les interactions entre biopolymeres et solvant. Sur le méme
principe que celui de la théorie de Flory-Huggins, a partir du second viriel croisé pour le mélange
protéine/polyoside (Apr-ps), 1l est possible d'estimer si le systeme est compatible ou incompatible. La
séparation de phase se produit lorsque :
(Apr-ps)* > Apr-pr * Aps-ps
avec Aprps, Apr-pr et Apsps les coefficients du viriel d'interaction protéine/polyoside,
protéine/protéine et protéine/polyoside, respectivement (Grinberg et Tolstoguzov, 1997).
Ces variations peuvent étre interprétées de la méme facon que le parameétre de Flory-Huggins
(yps-pr) caractérisant les interactions en protéine et polyoside. Une valeur positive de Apr-ps traduit
une séparation de phase ségrégative entre biopolyméres alors qu'une valeur négative traduit la

formation d'un complexe (Grinberg et Tolstoguzov, 1997).

1.3.1.2.2 Phénomene de déplétion

Ce mécanisme de nature entropique résulte d'interactions non-spécifiques menant a une
séparation de phase pour un mélange neutre de polyméres idéaux non adsorbants ajouté a une

suspension de particules sphériques colloidales. Celui-ci a été présenté pour la premicre fois par

1 Le théoréme du viriel est une relation générale de mécanique classique qui s'applique a un systéme de plusieurs
corps en interaction (Infelta et Graetzel, 2006).
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Asakura et Oosawa (1954) qui ont montré que deux plaques paralleles s'attirent quand elles sont
immergées dans une solution polymérique ne contenant pas de polymeére adsorbant. Plus tard, Vrij
(1976) a développé une idée similaire pour l'interaction de deux particules sphériques colloidales
dans une solution polymérique (Figure 1.17). Dans le cas ou les particules sphériques colloidales
(spheres) et le polymére n'ont pas d'autres interactions spécifiques, les molécules de polymeres sont
exclues de la surface des spheres. Il en résulte une couche de déplétion (d'épaisseur A) ou la
pression osmotique /711 est plus faible que celle dans le volume restant /72. Si deux spheres se
rencontrent du fait du mouvement brownien, leur couches de déplétion se superposent sur une
partie. Le volume disponible pour le polymére augmente alors du volume de chevauchement (V¢),
volume couvert par les deux couches de déplétion. Cette augmentation du volume disponible pour
le polymere est associ€e a une baisse de 1'énergie libre de AG = - I7*Ve. La séparation de phase (en
une phase riche en spheres et une phase riche en polymeére) est donc avantageuse d'un point de vue
entropique. L'exclusion des chaines du polymeére initialement dans l'espace compris entre les
particules n'a lieu que lorsque la distance centre a centre entre les deux particules est inférieure a la
somme des diamétres oc + op, avec op le diametre de giration du polymere et oc, celui des particules

sphériques colloidales.
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Figure 1.17 Représentation schématique de l'interaction de déplétion entre deux particules (de
diamétre oc) de protéine globulaire immergées dans une solution de polymeére
(diametre op) (d'apres De Kruif et Tuinier, 2001).

2*A (épaisseur de la couche de déplétion) = op
V¢ = volume de chevauchement

\

Ce dernier phénomeéne peut donc jouer un rdle, en s'additionnant a I'incompatibilité
thermodynamique, dans la séparation d'un mélange bipolymérique contenant une protéine

globulaire. Doublier et al, en 2000, font référence a plusieurs études qui ont montré le réle du
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mécanisme de déplétion/floculation dans la séparation ségrégative d'un systéme micelles de
caséine/polyoside. De plus, ce phénoméne pourrait aussi avoir de I'importance dans la localisation
de particules comme des cellules bactériennes dans des systémes bipolymériques (un des objectifs

de notre ¢étude) (Schwarz-Linek et al., 2010).

1.3.1.2.3 Diagramme de phases

Dans le cas des systémes ségrégatifs, les mélanges de polyméres peuvent étre décrits a

1'équilibre thermodynamique par leur diagramme de phases (Tolstoguzov, 1991).
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Figure 1.18 Représentation schématique d'un diagramme de phases d'un mélange ségrégatif d'un
polymeére P1 et d'un polymere P2 (Donato, 2004).

Le diagramme de phases permet de connaitre le nombre de phases présentes pour une composition
particuliére, les volumes relatifs de chacune des phases et la composition en biopolymeéres de
chacune des phases. La limite entre le domaine a une phase et le domaine a deux phases est donnée
par la binodale. Au-dessous de la binodale, le systéme comporte une phase et au-dessus de la
binodale, il en comporte deux (par exemple, la composition du point A sur la Figure 1.18 donne un
systéme biphasique). Dans le cas d'un systéme biphasique, les compositions des phases qui en
résultent (points B et C) sont situées aux intersections de la binodale et d'une droite qui passe par le
point A, la droite de conjugaison. Les mélanges situés sur une méme droite de conjugaison

conduisent a des phases de mémes compositions. Seuls les volumes des phases varient : le rapport
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AB/AC correspond au rapport des volumes des phases. Le diamétre rectilinéaire joint les milieux
des droites de conjugaison (qui représentent les mélanges se séparant en deux phases de méme
volume). Le point critique est l'intersection entre le diamétre rectilinéaire et la binodale et donne la
composition du mélange se séparant théoriquement en deux phases de méme composition et de
méme volume. Le point seuil donne la concentration minimale totale en polymeres conduisant a une

séparation de phase.

1.3.1.2.4 Aspect cinétique

La binodale représente donc 1'équilibre thermodynamique (AG = 0) (Jones et McClements,
2010). Les systemes incompatibles proches de la binodale ne se séparent pas spontanément. La
séparation de phase demande un site de nucléation pour étre déclenchée et croitre dans un second
temps : séparation par nucléation et croissance (Norton et Frith, 2001). Au-dela de cette zone proche
de la binodale (délimitée par une courbe appelée spinodale), la séparation de phase est spontanée
selon un mécanisme de décomposition spinodale (Turgeon et al., 2003).
Dans ce dernier cas, le systétme se sépare rapidement. Il est caractérisé par une structure avec des
dimensions régulieres. Par exemple, si ce sont des gouttelettes qui sont formées, elles sont a peu
pres régulierement espacées et de tailles semblables. Initialement, l'interface entre les phases est
diffuse. Les zones vont ensuite se concentrer sans évolution de taille jusqu'a atteindre leurs
compositions d'équilibre (Figure 1.19.a) (Butler et Heppenstall-Butler, 2003 ; Jones et
McClements, 2010). Les morphologies finales des systemes se déphasant selon ce modéle peuvent
étre des réseaux bi-continus ou des gouttelettes dispersées.
Dans la zone située entre la spinodale et la binodale, le systéeme est métastable et la séparation se
fait selon le mécanisme de nucléation et croissance (Figure 1.19.b). Dans le but de compenser cet
¢tat thermodynamiquement instable, une interface se forment sous forme de goutelettes appelées
noyau (Donato, 2004). Les noyaux qui ont une importance suffisante grossissent de fagcon aléatoire,
les plus petits sont re-dissous et disparaissent (Butler et Heppenstall-Butler, 2003). Ces systémes
forment initialement des émulsions eau dans eau avec de larges gouttelettes qui finissent par

coalescer (John et McClements, 2010).
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Figure 1.19 Représentation schématique du mécanisme de décomposition spinodale (a) et de
nucléation et croissance (b).

Les deux différents mécanismes peuvent donner des structures finales identiques. Si le systeme
reste liquide, une sédimentation finira par se produire, conduisant a une séparation de phase en
masse quel que soit le mécanisme initial de séparation de phase (Butler et Heppenstall-Butler,
2003).

Selon le mécanisme, pour utiliser cette variété de structures intermédiaires, la séparation de phase
peut étre bloquée au niveau d'une étape spécifique, par exemple par un phénomene de gélification

(Turgeon et al., 2003 ; Butler et Heppenstall-Butler, 2003 ; John et McClements, 2010).

1.3.1.2.5 Meéthodes analvtiques de caractérisation des séparations de

Pour caractériser le comportement de phase, la morphologie ainsi que les propriétés des
systetmes thermodynamiquement incompatibles, de nombreuses méthodes analytiques sont
nécessaires. Un systéme polymérique biphasique tend a se séparer en une phase supérieure et une
phase inférieure du fait de la différence de la densité entre les phases (Jones et McClements, 2010).
Ce processus se fait naturellement du fait de la gravité, mais pour obtenir la séparation compléte,
cela peut prendre un temps conséquent surtout si la phase polymérique externe a une forte viscosité
ou des caractéristiques semblables a un gel. Dans ces conditions, la centrifugation peut étre utilisée

pour accélérer la séparation. Une fois que le mélange est séparé en deux phases (une supérieure, une
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inférieure), chacune peut étre isolée et leur composition peut étre déterminé en utilisant des
méthodes standards chimiques, gravimétriques, spectroscopiques ou encore chromatographiques
(Blonk et al., 1995 ; Capron et al., 2001 ; Rediguieri et al., 2007 ; Li et al., 2009 ; Nono et al.,
2011). Les propriétés physico-chimiques de chaque phase polymérique peuvent étre mesurées
comme l'indice de réfraction, la densité, le comportement rhéologique (Capron et al, 2001 ;
Rediguieri et al, 2007). Ces informations peuvent étre importantes si 1'objectif est de mettre au
point des systémes polymériques particuliers avec des propriétés spécifiques. La morphologie
(microstucture) peut étre suivie pendant la séparation de phase ou aprés application de forces de
cisaillement en utilisant des méthodes de diffusion (Capron et al., 1999 ; De Kruif et Tuinier, 1999 ;
Tuinier et al., 2000 ; Butler et Heppenstall-Butler, 2003) ou de microscopie comme la diffusion de
la lumicre aux petits angles ou la microscopie confocale (Loren ef al., 1999 ; Norton et Frith, 2001 ;
Butler et Heppenstall-Butler, 2003 ; Rediguieri ef al., 2007 ; Li et al., 2009 ; Nono et al., 2011). La
force conduisant a la séparation de phase peut étre caractérisée par I'énergie interfaciale a l'interface

entre les deux phases (Van Puyvelde ef al., 2001).

Dans le cadre de cette étude, il a été choisi de travailler avec un systéme bipolymérique sur
lequel une littérature conséquente a déja été écrite : alginate de sodium / caséinate de sodium. En
effet, la caractérisation physico-chimique du systeme n'étant pas I'objectif principal de ce travail, il
¢était primordial de pouvoir s'appuyer sur des connaissances existantes. Par exemple, le diagramme
de phases de ce systéme a été décrit a plusieurs reprises : Antonov ef al. (1980), Blonk et al. (1995),
Capron et al. (2001), Simeone et al. (2004), Antonov et Friedrich (2007), Antonov et Moldenaers
(2011). De plus, le systeme alginate de sodium / caséinate de sodium a un comportement de
séparation de phase thermodynamique typique (Antonov et Moldenaers, 2011) et est pertinent pour

de nombreuses applications en industrie agroalimentaire (propriété de texture et de structure).

1.3.2.1 L’alginate de sodium

1.3.2.1.1 Description générale

Les polyosides utilisés en agroalimentaire sont issus de I'amidon et d'autres biopolymeres
obtenus a partir de graines (gomme de guar), de microorganismes (gomme de xanthane), d'algues

(alginate, carraghénane), de plantes (cellulose et ses dérivés) (Soma et al, 2009). Pour la
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formulation de solutions filmogénes ou de matrices d'encapsulation, l'alginate est le polyoside le
plus souvent cité (utilisé sous forme d'alginate de sodium) (Scannell ez al., 2000b ; Sonomoto et al.,
2000 ; Concha-Meyer et al., 2011 ; Bevilacqua et al., 2010 ; Brachkova et al., 2010 ; Kim ef al.,
2008 ; Rhim, 2004 ; Zactiti et Kieckbusch, 2006). Dans le domaine des probiotiques, notamment,
c'est I'agent d'encapsulation le plus utilisé par les chercheurs.

L'alginate est la base conjuguée de l'acide alginique qui est extrait de différentes espéces
d'algues brunes (ex. Laminaria hyperborea, Ascophyllum nodosum, Macrocystis pyrifera)
(Gombotz et Wee, 2012). Aprés neutralisation avec du carbonate de sodium ou de I'hydroxyde de
sodium, l'acide alginique forme un produit stable et soluble dans l'eau, l'alginate de sodium.
L'alginate est composé¢ d'acide a-L-guluronique (G) (pKa de 3,65) et d'acide B-D-mannuronique
(M) (épimere en C, de G) (pKa de 3,38). La position du groupement carboxylate impose une liaison
équatoriale/équatoriale entre monomeres M, d'une liaison axiale/axiale entre les monomeres G et
axiale/équatoriale entre M et G (inversement entre G et M) (Figure 1.20). La structure linéaire de
l'alginate consiste soit en des blocs homopolymériques d'acide B-D-mannuronique (M) ou d'acide a-
L-guluronique (G), soit en des blocs hétéropolymériques alternant M et G liés par des liaisons 1,4-
glycosidiques. L'alginate est donc un hydrocolloide polyanionique (Soma et al., 2009). L'alginate a
un poids moléculaire compris entre 50 et 420 kDa et en moyenne de 150 kDa (Stokke et al., 2000).
La fréquence des différentes séquences dimériques et trimériques (GG, MM, MG, GM, GGG,
GGM/MGG, MGM) peut étre mesurée pour caractériser l'alginate par spectroscopie RMN'H haut

champs.
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Figure 1.20 Structure de l'alginate, bloc hétéropolymérique (d'aprés Soma et al., 2009).

G : unité a-L-guluronique ; M : unité B-D-mannuronique.

La flexibilité¢ de l'alginate en solution est d'autant plus grande que la fréquence des blocs MG est
plus importante que celle des blocs MM, elle-méme plus importante que celle des blocs GG

(Gombotz et Wee, 2012).
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1.3.2.1.2 Mécanisme de gélification

L'alginate a la propriét¢é de former des gels en contr6lant l'apport en ions bivalents.
L'alginate gélifié est tres utilis€¢ dans les domaines pharmaceutique et alimentaire du fait des atouts
suivants (Gombotz et Wee, 2012) :

* (1) a l'intérieur de la matrice, le milieu aqueux est relativement inerte (les billes d'alginate

contiennent typiquement plus de 95 % d'eau) ;

* (ii) la procédure d'encapsulation se fait a température ambiante et sans solvant organique ;

e (ii1) la porosité du gel est ¢élevée permettant la diffusion de macromolécules ;

* (iv) il y a une possibilité de contrdler la porosité par 1'ajout d'un revétement ;

* (v) le systéme est biodégradable.
L'alginate est souvent gélifié¢ sous forme de billes par extrusion de la solution gélifiante dans une
solution de cations bivalents (Ca?", Sr** ou Ba®*). Les cations monovalents et Mg?* n'induisent pas
de gélification et, Ba®* et Sr*" produisent des gels plus forts que Ca?" (Siew ef al., 2005 ; Gombotz
et Wee, 2012). Ce sont les blocs d'unité¢ G qui interagissant prioritairement avec les ions bivalents
pour former des structures en « boites a ceufs » aux zones de jonction (Figure 1.21) (Grant et al.,

1973 ; Morris et al., 1978).
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Figure 1.21 Représentation schématique de l'association boite a ceufs des séquences poly-L-
guluronates de 1'alginate réticulé par des ions calcium (d'apres Li et al., 2007).
(Les atomes d'oxygene impliqués dans la sphére de coordination sont représentés par des cercles pleins.)

La longueur des blocs homopolymériques G est un parametre clé concernant les interactions entre
les ions et les chailnes d'alginate : le bloc doit étre au moins composé¢ de 20 monomeéres. Les
propriétés physiques dépendent aussi de la composition, de la structure et du poids moléculaire du

polymeére (Gombotz et Wee, 2012). Pour obtenir des billes avec des propriétés mécaniques fortes,
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un faible taux de contraction, une importante porosité et une meilleure stabilité vis-a-vis des cations
monovalents, 1'alginate doit &tre composé a plus de 70 % d'unités G et la longueur moyenne de ses
blocs GG doit étre de plus de 15 unités (Gombotz et Wee, 2012). Un gel réalisé a partir d'un alginate
riche en G sera rigide et fragile, alors qu'un gel réalisé¢ a partir d'un alginate pauvre en G sera plus
déformable (Gombotz et Wee, 2012).

Les gels d'alginate de calcium peuvent étre dissous en présence d'agents chélatants (lactate, citrate,
phosphate) ou par une solution fortement concentrée en ions (Na*, Mg?"). Par exemple, en plus ou
moins de temps selon leur force, ils peuvent étre dégradés dans un tampon phosphate a 0,1 mol.L-!
et complétement dissous dans une solution citrate de sodium a 0,1 mol.L! a un pH de 7,8 (Gombotz

et Wee, 2012).

1.3.2.2 Les caséinates de sodium

Les protéines sont également des polymeres tres utilisées dans le domaine agroalimentaire
avec notamment les protéines de lait. Le secteur de l'industrie alimentaire est le premier secteur
d'activités utilisateur de protéines laitieres en raison de leurs nombreuses fonctionnalités : solubilité
a pH neutre, propriétés gélifiantes, aptitude a texturer les aliments, propriétés interfaciales
(émulsifiantes et moussantes) (Lepoudere et al., 2012).

Le lait est constitué¢ de deux fractions protéiques principales (Matéos, 2008) :

* une fraction soluble, représentant environ 20 % : les protéines lactosériques ;

* une fraction colloidale, représentant 80 % : les caséines.
La fraction protéique des caséines précipite a pH 4,6 et a 20°C pour la lait écrémé bovin (Matéos,
2008). C'est un mélange de quatre protéines multiphosphorylées : osi-, 0s-, B- et k-caseine
(Srinivasan et al., 2002) pour une masse molaire d'environ 2.10* g.mol! (Nono ef al., 2011). Dans
le lait, les caséinates sont organisées sous forme de micelles (d'un rayon de 100 nm (Nono et al.,
2011)) et s'associent a un complexe minéral de phosphate de calcium. L'intégrité des micelles est
due a des interactions hydrophobes, électrostatiques et a des liaisons hydrogeénes (Cuomo et al.,
2011).

Les caséines sont le plus souvent utilisées comme ingrédients sous la forme de caséinates de
sodium (propriétés émulsifiantes, viscosantes) ou de calcium (texturants). Pour obtenir ces
derniéres, le lait écrémé est acidifié a pH 4,6 (point isoélectrique des caséines). Trois procédés
peuvent étre utilisés : acidification par des acides forts (HCI ou H,SO,), acidification par voie

biologique, acidification par résine échangeuses d'ions (Lepoudére et al., 2012). A ce pH (4,6), le
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complexe micellaire est détruit, les caséines s'agrégent et précipitent sous forme d'un coagulum.
Apres la précipitation, le coagulum est séparé du lactosérum acide par centrifugation, puis il est lavé
a l'eau pour la débarrasser du lactose, des sels et de l'acide. La caséine acide contient alors 50 %
d'eau et deux cas de figure se présentent. Soit la caséine est séchée et broyée, de la cas€ine acide
commerciale est obtenue ; soit il est possible de solubiliser la caséine acide par neutralisation. Selon
la nature de la base, il est possible d'obtenir des caséinates de sodium (hydroxyde de sodium), de
potassium (hydroxyde de potassium) ou de calcium (hydroxyde de calcium).

La forme « caséinates de sodium » est la plus communément rencontrée (Fabra et al., 2010).
Sous cette derniere forme, 'organisation supra-moléculaire a été perdue, c'est-a-dire que la structure
en micelles n'existe plus. Les caséinates de sodium forment des petites particules d'environ 11 nm
de rayon (Nono et al., 2011). Le point isoélectrique est autour de 4,7-5,2 (Capron et al., 2001). Les
propriétés des caséinates sont les suivantes : solubles dans une large gamme de pH, stables aux
traitements thermiques, rétenteurs d'eau. De par leurs structures, elles ont la capacité de former des
liaisons hydrogeénes, é¢lectrostatiques et hydrophobiques intermoléculaires. Cela augmente donc la
cohésion entre les chaines (Avena-Bustillos et Krochta, 1993 ; Brault ef al., 1997 ; Chen, 2002). De
ce fait, elles sont utilisées actuellement dans la formulation de films comestibles (Gialamas et al.,
2010). Néanmoins, leur nature hydrophile limite leur capacit¢ de barriere a 1'humidité en
comparaison avec les films plastiques communément utilisés (Fabra et al., 2010). Cela reste une
contrainte pour développement de tels films. D'autres systemes sont envisagés mélangeant protéine

et polyoside.

1.3.3.1 Comportement de phase des systémes alginate de sodium/caséinate

de sodium

De nombreuses données sont disponibles a propos du diagramme de phases, de la viscosité a
'équilibre et de la tension interfaciale des systémes aqueux alginate de sodium / caséinate de
sodium a pH neutre (Pacek et al., 2000 ; Capron ef al., 2001 ; Guido et al., 2002 ; Simeone et al.,
2002 ; Simeone et al, 2004 ; Caserta et al., 2005 ; Antonov et Friedrich, 2007 ; Antonov et
Moldenaers, 2011 ; Sosa-Herrera et al., 2012).

Capron et al., 2001, ont été de ceux qui ont établi un diagramme de phases a 20°C dans

I'eau. La séparation de phase a été accélérée par centrifugation (jusqu'a ce que les volumes
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n'évoluent plus). La phase riche en alginate est la phase du dessus et la phase riche en caséinate
(Iégerement brune) est la phase inférieure (Capron et al., 2001 ; Antonov et Friedrich, 2007). Les
concentrations en polymeres de chaque phase ont été déterminées par mesure UV corrigée avec la
turbidité. Les lignes de conjugaison ne sont pas paralléles. Les auteurs ont interprété le diagramme
selon l'approche thermodynamique développée par Edmond et Ogston (1968) pour décrire la
binodale. D'aprés les résolution des équations, 1'eau apparait comme un bon solvant puisque les
interactions polymere/solvant sont plus favorables que celles entre polyméres. Dans ce systeme le
polymére le moins hydrophile est la caséinate. D'aprés la théorie de Flory-Huggins (1942), la
séparation de phase des systémes ternaires est due fortement a l'asymétrie des interactions
solvant/polymere 1, solvant/polymeére 2 qui existe naturellement entre protéine et polyoside. Du fait
de ces différences d'affinités thermodynamiques, le diagramme de phases n'est pas symétrique : la
distribution du solvant entre les deux phases est en faveur de la phase riche en polymeére hydrophile,

l'alginate dans ce cas.

Capron et al., 2001 Simeone et al., 2004 Antonov et Moldenaers, 2011
3.0+ E |
g =
25 G- =
¥ g S 7
el 2 5
g 20 -g e E
3 @ ?:f\_\“\\ S ] ~.
: T SN R S
z S Ao W% H M
B ' g a> \Q\“ HE g ‘\?\\k_\
“ EIJ T T g i L NP it W
05 a o ety ;\\ b » \\‘\:“\k\\
‘ = 4 6 B o012 4 4 4 R ‘-‘\‘\'?‘\\ﬁ_ \
0,0 1 - .‘_ B I&u
T RN Caséinate de sodium (m/m) 0 & 19 15 2
Caséinate de sodium (m/m) Caséinate de sodium (m/m)
T=20°C, pH =7, dans l'eau T =23°C, pH =7, dans I'eau T=23°C, pH =7, dans l'eau

Figure 1.22 Diagrammes de phases issus de la littérature du

alginate de sodium/caséinate de sodium.

systtme aqueux

La comparaison quantitative des différents diagrammes reste difficile car les résultats dépendent du
poids moléculaires, de la distribution des masses, des structures des différents polymeéres
(dépendant de la source (c'est-a-dire du fournisseur)), mais aussi des méthodes de mesure utilisées,
du solvant, du pH, de la température, ... (Simeone et al., 2004). Malgré une certaine dispersion, les
données de la littérature sont assez cohérentes et impliquent que la séparation de phase pour le
systéme alginate de sodium / caséinate de sodium se produit uniquement si la concentration en

polymeéres dépasse certaines valeurs relativement élevées (Pacek et al., 2000).
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Les études rhéologiques ont montrés que les deux phases apres séparation avaient un comportement
rhéofluidifiant néanmoins, plus prononcé pour la phase riche en alginate. Au-dessus de 200 s, la
phase riche en caséinate apparait plus visqueuse que la phase riche en alginate (Capron ef al., 2001).
Pour les phases riche en caséinate :
* si la concentration en caséinate est importante, la viscosité est semblable & une solution de
caséinate seule,
* i la concentration en caséinate est faible, la viscosité est plus importante que celle d'une
solution de caséinate seule.
L'alginate méme s'il n'est présent qu'en trés faible quantité joue un rdle important en terme de
viscosité, c'est un épaississant beaucoup plus efficace que la caséinate (Simeone et al., 2004). De
plus, a faible concentration en biopolymeére, la phase riche en alginate est plus visqueuse tandis que
pour les fortes concentrations en biopolymeéres, la phase riche en caséinate est plus visqueuse
(Simeone et al., 2004).
Les microstructures observées dans la littérature sont données dans des travaux s'intéressant
a la tension interfaciale. Pour un mélange de 1 % (m/m) d'alginate/ 6 % (m/m) de caséinate, la
microstructure observée est une microstructure de type émulsion avec une phase dispersée de
caséinate sous forme de gouttelettes dans une phase continue d'alginate (Guido et al., 2002 ;
Simeone et al., 2002). Ce systéme a une force interfaciale trés faible et donc difficile a mesurer. Les
propriétés interfaciales des caséinates résultent de la présence a la fois de résidus d'acides aminés
hydrophiles et hydrophobes (Simeone et al., 2002). Pour des systemes ¢loignés de la binodale, la
tension interfaciale est de I'ordre de 10® N.m!' et pour des systémes proches du point critique de

l'ordre de 10 N.m™! (Guido et al., 2002 ; Antonov et al., 2004).

1.3.3.2 Gel mixte

Depuis trois ou quatre décennies, l'attention des chercheurs pour les gels mixtes n'a fait
qu'augmenter notamment pour le domaine de formulation alimentaire (développement de nouveaux
additifs, de nouveaux procédés, ...) (Zasypkin et al, 1997). Un gel mixte est défini comme étant
compos¢ de deux réseaux qui s'étendent sur I'ensemble du systéme et peut aussi étre appelé « gel
interpénétré » (Morris, 1985). La gélification d'un ATPS (« Aqueous Two-Phase System » (comme
une émulsion eau dans eau contenant deux biopolymeéres co-solubles) peut former un gel mixte
( Zasypkin et al., 1997).

Malgré cet intérét, peu de travaux sont relatés a propos de gels mixtes alginate de sodium/caséinate
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de sodium. Roberts ef al., en 2000, ont étudié les propriétés de texture de gels d'alginate, caséinate
et amidon en gélifiant par ajout de Ca’>". Le mélange alginate/caséinate a montré des propriétés
semblables au liquide jusqu'a une concentration en Ca>" de 200 ppm. Au-dela, un gel se forme avec
une matrice d'alginate continue comportant des inclusions de caséinate (se comportant comme un
liquide). En jouant sur les compositions en biopolymeres et les concentrations en calcium, une
multitude de textures peut étre obtenue. Elles sont régies principalement par la phase alginate et les
propriétés séquestrantes des caséinates. En effet, Roberts et al, 2000, ont montré que les
groupements sulfates des caséinates jouaient un role d'agent séquestrant des ions calcium, ce qui
améliorait la tolérance de 1'alginate a l'effet des ions calcium. Pour une méme concentration en ions

calcium, le gel mixte alginate/caséinate sera moins fort qu'un gel d'alginate uniquement.

1.4 Conclusion

1.4.1 Bilan de l'¢tat de l'art

La diversification des systémes de conservation apparait comme une nécessité pour réduire
les contaminations (qui sont en recrudescence dans les pays développés depuis une dizaine
d'années), pour améliorer les performances, pour limiter les mécanismes de résistances. Pour cette
catégorie de maladie, la listériose, dont Listeria monocytogenes est l'agent éthiologique, est la
deuxiéme cause de mortalité. C'est pourquoi cette souche a été considérée comme souche cible dans
ce travail.

Certaines souches de bactéries lactiques (LAB) peuvent donc étre considérées comme
bioprotectrices. Différents mécanismes mis en ceuvre par leur métabolisme permettent une
inhibition d'especes microbiennes phylogénétiquement proches présentant un risque dans le
domaine agroalimentaire comme par exemple Listeria. Certains métabolites antimicrobiens qui sont
produits par les LAB, sont dés a présent utilisés pour la conservation des aliments. Trois stratégies
sont actuellement envisagées en utilisant principalement leur production de bactériocines :

* ajout direct de bactériocine dans I'aliment,

* ajout des bactéries protectrices dans l'aliment (culture starter ou protectrice),

* incorporation de la bactériocine dans l'emballage.
Concernant ce dernier point, de nombreux verrous empéchent cette stratégie de progresser. En effet,

ces emballages actifs antimicrobiens, autorisés en Europe depuis 2004, ne peuvent contenir que les
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additifs alimentaires autorisés dans la formulation des aliments. De ce fait, la nisine est la seule
bactériocine autorisée dans les emballages actifs. Considérées comme GRAS, les LAB pourraient
étre incorporées entieres dans de tels emballages. En plus de cet aspect 1égislatif, I'incorporation de
cellules entiéres montreraient plusieurs points positifs :

* Les mécanismes antimicrobiens seraient multiples : compétition nutritionnelle et pour
l'espace, acidification, production de métabolites antimicrobiens (bactériocines,
peroxydes, ...). Cela pourrait limiter les phénoméne de résistance des souches cibles.

* La réponse antimicrobienne serait plus appropriée : en effet, la croissance et l'activité
métabolique des LAB sont favorisées par les mémes facteurs environnementaux (remontée
en température et/ou humidité, présence de substrats de croissance) que ceux qui stimulent
le développement de flores pathogenes ou d'altération. Par exemple, lors d'une rupture de
chaine de froid, le métabolisme des LAB se déclencherait et la diffusion des antimicrobiens
interviendraient a un moment plus ciblé.

e Les étapes de production, récupération, purification, incorporation de la bactériocine
seraient supprimeées.

* En développant un microenvironnement approprié¢ aux LAB, elles pourraient assurer une
production et un relargage sur un temps plus long par rapport a un emballage contenant
seulement 'antimicrobien.

En s'inspirant des travaux réalisés sur I'immobilisation des LAB dans les domaines des
biotechnologies et des probiotiques, le confinement des LAB pour le domaine de la préservation est
une voie originale a développer. Les matrices d'immobilisation de molécules biologiques
développées sont généralement a base de polyosides et/ou protéines déja utilisés en agroalimentaire.
Les mélanges de biopolymeres (polyoside/protéine) peuvent présenter plusieurs comportements :
miscibilité, séparation de phase associative, séparation de phase ségrégative. La nature des
biopolymeéres et les conditions environnementales le déterminent. Néanmoins, dans un grand
nombre de cas, les mélanges de biopolymeéres tendant a se séparer. Des modéles thermodynamiques
ont été établis pour décrire cette séparation. Ces mélanges polyoside/protéine incompatibles
permettent de créer une importante variété de microstructures qui pourraient servir pour une
localisation préférentielle des cellules et leur protection. Ils ont été envisagés pour l'incorporation de
cellules bactériennes en premier lieu pour effectuer des séparations de matériel biologique. Les
rares travaux s'intéressant a la localisation des cellules microbiennes dans des systeémes dispersés

complexes concernent les produits fermentés. Pour réaliser ce projet d'immobilisation de LAB
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bioprotectrices, un systeme biopolymérique incompatible a été choisi. Le systéme alginate de
sodium / caséinate de sodium étant un systéme relativement bien décrit dans la littérature, composés
de deux polymeres de qualité alimentaire, est le systeme utilisé dans cette étude. En effet, le sujet de
ce travail n'était pas d'étudier un systéme incompatible (ceci étant un sujet en soi) mais plutdt de
s'appuyer sur ces travaux pour l'utiliser comme matrice d'immobilisation. De plus, l'alginate de

sodium est facilement gélifiable en présence d'ions bivalents.

L'objectif de ce travail de thése a été d'étudier un systeme d'immobilisation de cellules de
LAB productrices de substances antimicrobiennes naturelles. Notre approche méthodologique est
présentée Figure 1.23. 11 a fallu sélectionner des souches de LAB bioprotectrices contre Listeria
spp. parmi la collection du laboratoire BioDyMIA et une pré-sélection fournie par Actalia
(partenaire du projet). Deux souches de Lactobacillus paracasei et une souche de Lactococcus
lactis ont ét¢ identifiées comme ayant une activité anti-Listeria spp. remarquable. D'un autre coté, la
matrice de confinement alginate de sodium/caséinate de sodium a ét¢ mise en ceuvre (sous forme
liquide et gélifiée), puis fonctionnalisée avec les surnageants de culture des LAB ou avec les
cellules enti¢res. Le potentiel bioprotecteur de ces matrices a été étudié en s'intéressant a divers
aspects : activité anti-Listeria spp. (méthode de diffusion sur mulieu gélosé), comparaison des
propriétés de diffusion des matrices d'alginate de sodium et d'alginate de sodium/casé€inate de
sodium, microstructures des systémes et localisation des cellules (étude en microscopie confocale),
viabilité¢ des cellules (suivi sur 12 jours, dénombrement sur gélose, microscopie confocale et
analyses d'images sur les systémes liquides). Ces différents axes nous ont permis d'essayer de

comprendre les phénomenes influant sur l'efficacité antimicrobienne de tels systemes.
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Sélection des souches de bactéries lactiques (LAB) en fonction de leurs
propriétés antimicrobiennes
*Evalustion de 19 souches de LAB contre Listeria spp.
* Sur 2 souches deLactococcus factis, 2szai 4’ optimisation dz la production d’antimisrobians
*Sur3 has pra ari des actifs icrobisns produits
* Sur 1 souche, purification partislls dactifs antimicrobiens paptidiques
-+ 3 sonches d'intéréts

Incorporation des surnageants

de culture des LAB (3 souches)

dans les matrices Na-alginate,
Na-alginate/Na-caséinate

Incorporation des cellules de

Matrices d’alginate de sodium/caséinate de sodium
thermodynamiquement incompatibles
* Caractérisation des matréres premidras
*Disgrammes dz phasapH=T;6; 3.3
* Microstructure, cinétiqus de déphazags
= 1 formulation retenne

LAB (3 souches) dans les
matrices Na-alginate, Na-
alginate/Na-caséinate

* Suivi sur 12 jours

* Potentisl bioprotecteur contre Listeria spp.
* Diffusion des actifi antimicrobians de
matrics vars | antérizur

Gélification instantannée en présence d’ions bivalents
(principlement sous forme de billes)

Figure 1.23 Approche méthodologique mise en ceuvre dans la présente étude.

* Potentiz] bioprotactewr contre Listeria spp.
* Viabilité des cellules de LAB
* Localisationdescellules de LAB
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Ce chapitre est consacré aux méthodes employées dans le cadre de ce travail de thése. Dans
une premiere partie, les différentes souches bactériennes (souches cibles et souches de LAB)
utilisées seront présentées ainsi que les méthodes de caractérisation de leurs propriétés de surface.
Dans une deuxieme partie, la caractérisation du mélange alginate de sodium/caséinate de sodium
sera développée.

Par la suite, la préparation des échantillons d'intérét pour leur activité antimicrobienne seront mis
en avant (surnageants de culture bactériennes de LAB, matrices polymériques liquides et gélifiées
incorporant des surnageants de culture et des cellules de LAB), ainsi que les tests de diffusion en
milieu gélosé utilisés pour sonder leur potentiel antimicrobien. La viabilité des cellules confinées
dans les matrices (liquides et gélifiées) et l'activité antimicrobienne de telles matrices ont été suivi
sur 12 jours. Les outils de microscopie (microscopie confocale a balayage laser et microscopie
électronique a balayage) utilisés pour étudier les microstructures des systemes polymériques sans
cellules de LAB et avec cellules de LAB seront présentés.

Enfin dans une derniere partie, les méthodes mises en ceuvre pour la caractérisation des
métabolites antimicrobiens produits par les souches de LAB responsables de ['activité

bioprotectrice seront décrites.
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2.1 Microorganismes testés, milieux et conditions de croissance

Ce travail a été réalisé en partant initialement de 19 souches de bactéries lactiques, dont 14 fournies
par Actalia (partenaire du projet), 4 souches commerciales et 1 souche de collection internationale

(Tableau 2.1).

Tableau 2.1 Référence des souches de LAB étudiées.

Souches Actalia Code Souches commerciales Code
Lactobacillus fermentum S1 2 Lactobacillus paracasei ssp. paracasei LABI
S6 LAB2
Lactobacillus delbrueckii S2 Lactococcus lactis ssp. lactis 1 LAB3
S4 Lactococcus lactis ssp. lactis 2 LAB4
S7
S8 Souche de collection internationale
S9 Lactococcus lactis ATCC 11454 Lact ATCC
S11
S12
Lactobacillus paracasei S3
S5
Lactobacillus crispatus S10
Lactobacillus curvatus S13
Enterococcus faecalis S14

LABI : Holdbac™ Protective Culture (Danisco, DuPont Nutrition & Health, France)

LAB2 : AIC01 (Wiesby GmbH & Co, Niebiill, Allemagne)

LAB3 : «starter » commercial MDO089 (Ezal line, Rhone Poulenc, Dangé Saint-Romain, France) (Lamboley et al.,
1997)

LAB4 : CPBL73

Toutes les souches de LAB ont été cultivées dans le bouillon « De Man Rogosa and Sharp » (De
Man et al., 1960) (MRSy) (Biokar Diagnostic, Beauvais, France). La souche S14 a été cultivée dans
du bouillon Tryptone Soja (TSB) (Biokar Diagnostic, Beauvais, France) et du MRS et, la souche
Lact ATCC a été cultivée dans du milieu M17 (Biokar Diagnostic, Beauvais, France). La
composition de chaque milieu utilisé est présentée dans 1'annexe 1.

Les souches étudiées ont été conservées a -20°C dans les milieux de croissance stériles, milieux
précisés plus haut, supplémentés de 15 % (v/v) de glycérol. Les stocks ont été réalisés par mise en

suspension des microorganismes, dans leurs milieux respectifs stériles, récupérés par une
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centrifugation a 5000 g, 15 min a 4°C (SIGMA 3K18, Bioblok Scientific) a la suite d'une pré-

culture de 24h a 37°C en anaérobiose suivie d'une culture de 24h a 37°C en anaérobiose.

2.1.2 Souches cibles

Les tests antimicrobiens ont été réalisés sur différentes souches du genre Listeria :
L. innocua LRGIAO1 (Chadeau et al., 2010) et L. innocua ATCC 33090 (mod¢les non pathogenes
de L. monocytogenes), et L. monocytogenes S162 (Mariani et al., 2011) dont les caractéristiques et
les origines sont présentés dans le Tableau 2.2 suivant. Ces espéces microbiennes représentent des
especes pathogenes ou d'altération dans I'environnement agroalimentaire. Une autre souche a été

utilisée, Kocuria rhizophila ATCC 9341, pour sa sensibilité a la Nisine A (Mota-Meira et al., 2000).

Tableau 2.2 Principales caractéristiques et origines des souches bactériennes cibles.

Références des souches Origine de la souche ou collection Principales caractéristiques

Listeria innocua LRGIAOQ1 Environnement laitier Bacille a Gram +, catalase +

Listeria innocua ATCC 33090 « American Type Culture Collection » Bacille a Gram +, catalase +
(ATCC)

Listeria monocytogenes S162 Saumure de fromagerie Bacille a Gram +, catalase +

serovar 1/2a

Kocuria rhizophila ATCC 9341 « American Type Culture Collection » Coque a Gram+, catalase +
(ATCC)

Les souches cibles ont été cultivées en Bouillon Tryptone Soja (TSB) (Biokar Diagnostic, Beauvais,
France). Avant chaque test, elles ont été cultivées dans le milieu de croissance a 5 % (v/v) pendant
7h puis repiquées sur le méme milieu a 10 % (v/v) et incubées pendant 14h a 30°C. En paralléle, un
isolement sur milieu Tryptone Soja Agar (TSA) (Biokar Diagnostic, Beauvais, France) a été
systématiquement effectué pour vérifier la pureté de la culture.

Toutes les souches cibles ont été conservées a -20°C dans leurs milieux de croissance stériles
supplémentés de 15 % (v/v) de glycérol. Les stocks ont été réalisés par mise en suspension des
microorganismes, dans le TSB (Biokar Diagnostic, Beauvais, France) stériles, récupérés a la suite
d'une pré-culture de 7h a 30°C puis d'une culture de 14h a 30°C apres une centrifugation a 5 000 g,
15 min a 4°C (SIGMA 3K18, Bioblok Scientific).
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Dans le but de caractériser les propriétés de surface des LAB incorporées dans les systémes
polymériques, la méthode MATS a été employée. Il s'agit d'une méthode de partage développée par
Bellon-Fontaine et al., 1996, qui permet de déterminer le caractére €lectron accepteur / électron
donneur (acide / base au sens de Lewis) et le caractére hydrophile / hydrophobe des

microorganismes.

2.1.3.1 Protocole

Pour la méthode MATS, la culture des cellules a été réalisée de la fagon suivante :
e Jour 1 : Un cryotube (1 mL de la souche congélée a -20°C dans leurs milieux respectifs
(MRS-, TSB-, ou M17-glycérol) contenant la souche considérée a été¢ décongelé a température
ambiante. Le contenu du cryotube décongelé a été placé dans 9 mL de milieu stérile (MRSp,
TSB, M17p) puis incubé 24h a 30°C en anaérobiose.
* Jour 2 : A partir de la suspension du jour 1, un isolement sur MRS, , TSA ou M17; (selon la
souche) de la souche a tester a été réalisé puis incubé 24h a 30°C.
e Jour 3 : A partir d'une colonie isolée, 4 tubes de 9 mL de MRSy, TSB ou M17 (selon la
souche) ont été ensemencés (chacun destiné a 1'ajout d'un solvant) avec une colonie par tube
puis incubés 24h a 30°C en anaérobiose.
e Jour 4 : Les cellules (suspension du jour 3) ont été centrifugées a 8 500 g, 15 min a 4°C
(SIGMA 3K18, Bioblok Scientific). Le culot a ensuite été¢ lavé deux fois dans du tampon
phosphate de sodium a 0,1 mol.L-' & pH = 7,4 puis suspendu de nouveau dans 9 mL de ce
méme tampon. Le tampon phosphate de sodium est un liquide de force ionique élevée
permettant de s'affranchir des interactions ¢électrostatiques entre microorganismes et solvants.
Dans un premier temps la Densité Optique (DO) a été ajustée a 0,4 a 400 nm de fagon a avoir
environ 10° UFC.mL"! dans le tampon phosphate de sodium. Cette DO initiale correspond a A0
qui est la densité optique avant ajout de chaque solvant.
Par la suite 0,2 mL de solvant (chloroforme ou hexadécane ou éther ou hexane, pureté > 99 %,
Sigma-Aldrich, Saint-Quentin Fallavier, France) ont été ajoutés a 1,2 mL de suspension
bactérienne a une DO de 0,4 a 400 nm. L'ensemble a ensuite été¢ agité a l'aide d'un vortex

pendant 90 secondes puis laissé 15 min a température ambiante dans le but de séparer les deux
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phases : phase aqueuse et phase solvant. Ensuite, 1 mL de la phase aqueuse a été prélevé et la

DO mesuré a 400 nm. Cette DO correspond a Al.

solvant > [— <3

AGITATION  |.° | DECANTATION i +—— Phase solvant
1 <]
— o ——
o
Suspension e®
bactérienne o6 +«— Phase aqueuse
L]
émulsion — DD
AO A1

Figure 2.1 Schéma du protocole expérimental de la méthode MATS (Chadeau, 2011).

Le pourcentage d'affinité (%) des bactéries pour les différents solvants testés est donc calculé selon

. Al
la formule suivante :  Affinité =(1 _E)* 100

ou
- A0 correspond a la DO de la suspension avant ajout du solvant lue a 400 nm,

- A1 correspond a la DO de la phase aqueuse apres ajout du solvant lue a 400 nm.

2.1.3.2 Interprétation
Les propriétés des différents solvants utilisés sont les suivantes :

e Chloroforme : solvant monopolaire acide ;

* Ether : solvant monopolaire basique ;

* Hexane et hexadécane : solvants apolaires.
La comparaison des affinités pour ces 4 solvants permet d'avoir les conclusions suivantes.

* Caractere hydrophile / hydrophobe :
Si A (hexane) et A (hexadécane) < 50 %, la bactérie est hydrophile.
D'apres Bertrand et al, 2003, pour I'hexadécane, lorsque l'affinité (A) est supérieure a 50 %, la

bactérie est dite hydrophobe. Si A est inférieure a 20 %, la bactérie est dite hydrophile. Si A est
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comprise entre les deux valeurs, la bactérie est dite moyennement hydrophobe (Gibbons et
Etherden, 1983 ; Lee et Yii, 1996). Si le pourcentage est faible, cela signifie que la souche testée
possede une faible affinité (< 20 %) pour le solvant et qu'elle se trouve essentiellement dans la
phase aqueuse et inversement si le pourcentage est élevé (> 20 %), la souche testée possede une
forte affinité pour le solvant et se trouve essentiellement dans la phase solvant.
* Caractere électron accepteur / électron donneur (acide / base au sens de Lewis) :
Si A (chloroforme) — A (hexane) > 0 (ou < 0), la bactérie est basique (ou acide respectivement).
Si A (éther) — A (hexane) < 0 (ou > 0), la bactérie est non acide (ou non basique respectivement) et

cela permet de confirmer la ligne précédente.

Le potentiel Zéta permet de caractériser la charge portée par les cellules bactériennes.
Expérimentalement, cette technique repose sur la mesure des mobilités électrophorétiques c'est-a-

dire la détermination de la vitesse de déplacement d'une particule dans un champ électrique.

Laser

Caméra

Cellule

Y™

Entrée de I'échantillon < Sortie de I'échantillon =

>

Champ électrique défini

Particule de I'échantillon

Figure 2.2 Principe de mesure du potentiel Zéta.

Des solutions tampon imidazole/acide acétique (tampon de faible force ionique) a 5 mmol.L! ont
été préparées a différents pH : 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8. Le pH a été ajusté avec des solutions de NaOH a
1 mol.L! et de HCI a 1 mol.L!. Les cellules de LAB ont été récupérées aprés une pré-culture de
24h et une culture de 16h dans du bouillon MRSy, TSB ou M17 (selon la souche) a 30°C en
anaérobiose. Les cellules ont été remises en solution tampon pour obtenir une concentration finale

de 8.10° UFC.mL"!. Les mesures ont été réalisées a l'aide de I'équipement Zéta compact (CAD
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Instruments, Les-Essarts-le-Roi, France) et acquises a 1'aide du logiciel Zeta compact. L'équation de

Smoluchowski a été utilisée pour le calcul du potentiel Zéta (Boonaert et al., 2001).

2.2 Le systéme biphasique alginate/caséinate

Pour ce travail de thése, une poudre commerciale d’alginate de sodium fournie par Fisher
Scientific (Hampton, Hampshire, Etats-Unis) et une poudre de caséinate de sodium provenant de
chez Acros Organics (Geel, Belgique) ont été utilisées. Les caractéristiques de la poudre de

caséinate de sodium fournies par le fournisseur sont données dans le Tableau 2.3 suivant.

Tableau 2.3 Caractéristiques de la poudre de caséinate de sodium Acros Organics (Geel, Belgique)
d'aprés la fiche technique transmise par le fournisseur. (Les pourcentages sont
exprimés en m/m.)

Protéine (%) 92
Eau (%) <
Cendres (%)

pH 6-7,5
Lactose (%) <1

2.2.1.1 Détermination de la matiere seche

La matiére séche a été déterminée pour chacune des poudres selon la norme NF B 51-004
(AFNOR, 1985). Pour ce faire, 1 g (m;) de chaque poudre a été pesé dans des coupelles séparées et
placées a I’étuve a 104°C pendant 24h. Ensuite, les échantillons ont été récupérés et pesés (my). Le

taux de matiére seche (MS en %) est obtenu selon la formule suivante :

— (mi_mf) %

MS = 100

mg

2.2.1.2 Détermination du taux de cendres

Le taux de cendres correspond au pourcentage de matiéres minérales. Pour chaque poudre,
1 g a été pesé dans des creusets et placés sur le brileur électrique pendant 4h. Ensuite, ces

échantillons ont été passés a la flamme pour éliminer toute trace de matic¢re carbonée susceptible de
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prendre feu dans le four. Les poudres ont par la suite été mises au four a 600°C pendant 20h (d'apres

la norme NF M 03-003 (AFNOR, 1994)).

2.2.1.3 Taux de protéines

Les teneurs en protéines ont été¢ déterminées par la méthode de Kjeldahl. Cinquante a 600
mg et 50 a 200 mg ont été¢ pesés respectivement pour la poudre d'alginate et pour la poudre de
caséinate. Ces quantités ont ét¢ introduites dans les matras, puis 10 ml d’acide sulfurique concentré
a 95 % et le catalyseur ont été ajoutés. Les matras ont ét¢ placés dans le minéralisateur
(minéralisateur de type Biichi Digestion unit K-435 a 12 postes de deux blocs, Flawil, Suisse)
pendant 4h. Apres refroidissement, les matras ont été distillés 5 min apres ajout de 50 mL de soude
concentrée (a 30 %) (Distillateur Unit K-355, Biichi, Flawil, Suisse). Les distillats ont été recueillis
dans 100 mL d'acide borique a 20 g.L-!. Une solution titrante de 0,1 mol.L! de HCI a été employée
la plupart du temps. Le dosage a été effectué par mesure du pH, ainsi le volume équivalent de HCIl a
été relevé lorsque le pH est redescendu a la valeur de 1'acide borique seul. Le taux de conversion K

appliqué est de 6,38 spécifique des protéines laitiéres (Schuck et al., 2012).

2.2.1.4 Courbe de solubilité des caséinates de sodium en fonction du pH

La solubilité des caséinate de sodium dans un domaine de pH allant de 3 a 8 a été mesurée
en mettant en suspension de 25 a 50 mg de poudre dans un volume d'eau, le pH ayant été modifié
avec des solutions de NaOH ou HCI a 0,1 M avant de compléter a 10 g de solution finale. Les
solutions ont ét¢ mises en agitation pendant 2 h a 25°C. Le pH a été contrélé au bout des 2 h et le
cas échéant, il a été réajusté et les solutions correspondantes ont été remises sous agitation. Les
solutions ont ensuite été centrifugées (2500 g, 25 min, 25°C). Le contenu en azote (N) des
surnageants a été obtenu par la méthode de Kjeldahl (voir 2.1.3). L'index de solubilité d'azote

(« Nitrogen Solubility Index », NSI) a été calculé selon la formule suivante :

Ndivsouv
NSI =N7 , avec :

initial

Nuissous, le pourcentage d'azote dissous dans le surnageant ; Ninitial, le pourcentage d'azote

initialement dans la poudre.
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2.2.1.5 Analyse RMN'H de l'alginate

La caractérisation de l'alginate peut aussi étre réalisée en quantifiant les fréquences des blocs
homopolymériques (sous forme de diméres et de trimeres) Fgs, Foos €t hétéropolymériques Fyq,
Fueuw» Fuoo par résonance magnétique nucléaire du proton (RMN!H) a haut champ (600 MHz), dans
D,0, 4 90°C, d'apres la procédure décrite par Grasdalen et al. (1979) et Grasdalen (1983).

Etant donné le caractére épaississant de l'alginate, pour ne pas surestimer les blocs GG, il est
nécessaire de procéder a une hydrolyse acide douce d'une solution d'alginate a 1 % (m/m) portée a
reflux en présence de HCI a 0,1 mol.L-!. Le pH de la solution a d'abord été abaissé a pH = 5 pendant
10 min puis & pH = 3 pendant 20 min. La solution a alors été neutralisée avec 0,1 mol.L-! de NaOH,
puis précipitée avec de 1'éthanol a 96 %. Apres une filtration sur Biichner, le filtrat a été séché a
70°C pendant 14 h. La poudre obtenue a ensuite été solubilisée a 1 % (m/m) dans D,O. La mesure
s'effectue par la suite dans I'enceinte de l'appareil préchauffée a 90°C. La fréquence choisie a été de
500 MHz et 32 scans ont été réalisés.
Les pics caractéristiques a 90°C et dans D,O de I'alginate préhydrolysé (2 1 % (m/m)) sont identifiés
pour des déplacements chimiques de (Grasdalen ef al., 1979 ; Grasdalen, 1983) :

* 5,07 ppm pour le proton anomérique H-1 de G (Massif A),

* 4,70 ppm pour le proton anomérique H-1 de M et le proton H-5 de G adjacent a M (Massif

B),

* 445 ppm pour le proton H-5 de G adjacent a G (Massif C).
Le pic résiduel de 1'eau dans le solvant D,O a été identifi¢é pour un déplacement chimique aux
alentours de 4,76 ppm.
Les pics obtenu sur le spectre ont été intégrés pour permettre la mesure de 1'aire sous le massif A, B
et C. Les différentes fractions en monomeres et dimeres de l'alginate ont été quantifiées selon les

équations suivantes (les lettres A, B, C représente les aires des massifs A, B, C):

A
(DF= 310y

C
(2)FGG: (B-i-C)
B)Fyt+F;=1

(4) Fos + Fou=Fg
(5) Fuv + Fou =Fu
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La solution d’alginate de sodium (Fisher scientific, Royaume-Uni) a été préparée a 4 %
(m/m) et la solution de caseinate (Acros organic, Belgium) a 20 % (m/m) dans une solution tampon
acide acétique/imidazole a 5 mmol.L"! & pH = 7, puis agitée pendant 14h sur plaque d'agitation
(vitesse 3, Heat-Stir, Stuart). Chacune des deux solutions ont ensuite été centrifugées (12 500 g,
15 min, 20°C) (SIGMA 3K 18, Bioblok Scientific) pour éliminer les résidus insolubles.
Pour les concentrations extrémes en biopolymeres (alginate > 2,5 % (m/m) et caséinate > 7 %

(m/m)), les mélanges sont directement préparés a partir des poudres.

2.2.3.1 Détermination du diagramme de phases par observation
macroscopique

Pour établir le diagramme de phase du systéme Alginate/Caséinate/Eau a 20°C, les solutions
meres d'alginate et de caséinate ont ét¢ mélangées dans des tubes Falcon de 15 mL pour balayer
différentes concentrations en biopolymeres. Les tubes ont été vortexés 1 min a la vitesse maximale.
Ensuite, les tubes ont été centrifugés (5 000 g, 15 min, 20°C) pour obtenir une séparation de phase
nette. La séparation macroscopique compléte est atteinte lorsque le volume de la phase supérieure
ne diminue plus. Les concentrations en biopolymeéres ou une séparation s'opére et celles ou il n'y a
pas séparation sont représentées sur un diagramme pour obtenir la délimitation du domaine de

compatibilité et d'incompatibilité des deux biopolymeres.
2.2.3.2 Diagramme de phases a pH =7

A partir du diagramme représentant les zones de séparation observées visuellement, six

mélanges de compositions différentes ont été choisis pour une quantification (Tableau 2.4).
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Tableau 2.4 Tableau de composition des mélanges caséinate/alginate choisis pour réaliser le
diagramme de phases.

Echantillons % protéine (m/m) % polysaccharide (m/m)
1 2 1,5
2 3 1,5
3 4 2
4 5 2
5 7 25
6 9 3

La phase supérieure (phase riche en alginate) (obtenue aprés centrifugation, voir 2.2.3.1) a été
récupérée avec une pipette pasteur et placée dans un second tube. La phase inférieure (riche en
protéines) a été récupérée soit en percant le tube lorsque la séparation de phase n'était pas trés nette,
soit en la laissant dans le tube en prenant soin de bien éliminer l'interface. Dans chaque phase, la
teneur en protéine a été¢ déterminée par la méthode de Kjeldahl (voir 2.2.1.3). Des quantités de 200

a 600 mg de phases ont été pesées pour étre introduites dans les matras (Minitiate).

m %100

mp=M \*C e *V , *6,38 et P= (en %), avec :

initiale
mp, la masse de protéine ; Mn, la masse molaire de 1'azote ; Cuci, la concentration de la solution
titrante ; Veq, le volume équivalent du dosage en fin de Kjeldahl ; P, le pourcentage de protéine dans

1'échantillon ; minitiate, la masse initiale de 1'échantillon introduite dans le matras.

En parallele, le taux d'alginate a été déterminé en passant par la détermination des masses seches.
Dans des coupelles préalablement pesées, une quantité de chaque phase (entre 200 et 600 mg) a été
prélevée (mpesée). Ces coupelles ont ensuite été mises a I'étuve a 104°C pendant 24h. Les
échantillons séchés ont été récupérés et pesés. La masse d'alginate de chacune des phases a été
déduite en faisant la différence entre la masse seche et la masse de protéines.

TISO)) et Al(gr=m“1;/gl7>k100 (en %), avec :

pesée

malg=MS_(m *(

pesée

Mmalg, la masse d'alginate ; MS, la masse séche ; mpesce, 1a masse initiale pesée avant la détermination
de la masse seche ; P, le pourcentage de protéine dans I'échantillon ; Alg, le pourcentage d'alginate

dans 1'échantillon.

2.2.3.3 Influence du pH sur l'allure du diagramme de phases

Le pH joue un role déterminant dans les interactions entre protéines et polysaccharides.
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Cette étude a donc consisté a voir son influence sur la séparation ségrégative des mélanges de
biopolymeéres alginate de sodium/caséinate de sodium et plus précisément l'impact du pH sur le
tracé de la binodale. Selon la méthodologie décrite au paragraphe précédent, le diagramme a été
reproduit a pH = 6 et pH = 5,5. Le choix des pH a été décidé en fonction de la stabilité des cellules
de LAB qui seront confinées et aussi des agents antimicrobiens produits (3 < pH < 8), et en fonction
de l'instabilité des caséinates de sodium (pH > pl = 4,5). Les solutions méres ont donc été préparées
dans des solutions tampon d'imidazole/acide acétique a pH = 6 et pH = 5,5. Des vérifications du pH
des mélanges ont été faites avant centrifugation. Enfin, la récupération des phases ainsi que la
détermination de leur composition exacte (en cas€inate et alginate) ont été effectuées dans les

mémes conditions que précédemment.

Lorsque les cellules de LAB ont été ajoutées dans les mélanges polymériques
alginate/caséinate, du milieu nutritif MRSy, a été ajouté a la formulation a 20 % (m/m). Le milieu
MRSy contenant des sources protéiques, il s'est avéré €tre impossible de déterminer un nouveau
diagramme de phases. Il manquait une inconnue ne sachant pas si ce milieu se répartit de fagon
équivalente dans les deux phases. L'analyse au Turbiscan™ (Formulaction, France) a permis de
pouvoir comparer l'impact de 1'ajout de MRSy sur le déphasage de certaines formulations avec ou
sans MRSy, d'un point de vue macroscopique. Les observations microscopiques ont permis d'étudier

le phénomene a 1'échelle de la microstructure.

2.2.4.1 Principe

Le Turbiscan™ permet d'avoir une empreinte macroscopique d'un échantillon a un temps
donné sur sa hauteur permettant de suivre les phénomenes de déphasage (crémage, s€dimentation,
coalescence et floculation). Une source lumineuse émet un faisceau a 880 nm (diiode
¢lectroluminescente dans le proche infrarouge) et deux détecteurs regoivent de fagon synchrone :
I'un détecte la lumiere rétrodiffusée (45° a partir du rayon incident), l'autre détecte la lumiére
transmise (180° a partir du rayon incident). En mode balayage, la téte de lecture optique balaye
toute la longueur de 1'échantillon, acquérant des données de transmission et de rétrodiffusion tous

les 40 um.
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Figure 2.3 Principe de la mesure de diffusion multiple de la lumiére avec le Turbiscan™
(Formulaction, France) (d'aprés Chauvierre et al., 2004).

Les instabilités identifiables sont de deux types :
* les migrations de particules : variations locales (en haut et en bas de I'échantillon) de la
concentration en particules ;
* les augmentations de tailles : variations globales (sur toute la hauteur de I'échantillon) de la

taille des particules.

2.2.4.2 Mesure

A partir des solutions meres d'alginate et de caséinate, différents mélanges de compositions
diverses ont été préparés avec ou sans ajout de MRSy, a 20 % (m/m). Apres avoir retourné le tube 10
fois, chaque dispersion a analyser a été placée dans une cellule en verre cylindrique. Aussitot, la
cellule a été mise dans l'appareil pour un premier scan. Le suivi du déphasage a été réalisé par des
mesures ponctuelles pendant 24h a une température fixe de 25°C. Les courbes fournissent les flux
lumineux de transmission et de rétrodiffusion (exprimés en %) en fonction de la hauteur de

I'échantillon (en mm).

De la méme fagon que pour les cellules de LAB, le potentiel Zéta a été déterminé pour les
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solutions d'alginate de sodium et de caséinate de sodium afin d'obtenir leurs caractéristiques de
charges électriques.

Des solutions tampon imidazole/acide acétique (tampon de faible force ionique permettant de mieux
visualiser l'effet du pH sur les polyméres) a 5 mmol.L-! ont été préparées a différents pH : 2, 3, 4, 5,
6, 7, 8. Le pH a été ajusté avec des solutions de NaOH a 1 mol.L"! et de HCl a 1 mol.L!. La
solution de caséinate de sodium servant aux mesures a été réalisée a une concentration de 0,001 %
(m/m) en diluant dans les différentes solutions tampon une solution mere a 1 % (m/m) réalisée dans
de l'eau distillée (avec 0,02 % (m/m) d'azide de sodium). La solution d'alginate de sodium servant
aux mesures a ét¢ réalisée a une concentration de 0,005 % (m/m) en diluant dans les différentes
solutions tampon une solution mére a 1 % (m/m) préparée dans de I'eau distillée (avec 0,02 %
(m/m) d'azide de sodium). Les mesures ont été réalisées a 1'aide de 1'équipement Zeta compact
(CAD Instruments, Les-Essarts-le-Roi, France) et acquises a l'aide du logiciel Zeta compact.

L'équation de Smoluchowski a été utilisée pour le calcul du potentiel Zéta (Boonaert et al., 2001).

2.3 Préparation des échantillons a tester pour leur activité

antimicrobienne

Dans ce paragraphe, sont présentées les protocoles de préparation des différents échantillons
testés pour leurs propriétés antimicrobiennes. La Figure 2.4 ci-dessous présente schématiquement

une vue d'ensemble de ces échantillons.
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Figure 2.4 Présentation synthétique des différents types d'échantillons testés pour leurs propriétés
antimicrobiennes.

Pour une grande partie des expérimentations, la nisine a été choisie comme témoin positif du
fait de sa nature de bactériocine et de son utilisation dans le domaine de l'agroalimentaire. Une
solution mére de nisine a 20 000 Unités Internationales (UI).mL-! a été préparée a partir de
Nisapline (préparation contenant 2,5 % (m/m) de nisine) (Danisco A/S, Copenhague, Danemark)
diluée dans une solution d’acide chlorhydrique (HCI) a 0,02 mol.L!. Aprés agitation pendant 5
minutes, la solution a été conservée a 4°C pendant 14h, centrifugée (5 000 g, 15 min, 4°C) (SIGMA

3K18, Bioblok Scientific) et filtrée (VWR, 0,2 um).

A partir d'un cryotube stock de 1 mL, un tube de 9 mL de MRSy, a été ensemencé pour une
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sub-culture de 24h en anaérobiose a la température choisie en fonction des expérimentations (37, 30
ou 20°C). Une pré-culture a été réalisée dans les mémes conditions d'ensemencement a 10 % (v/v)
dans du MRS, pendant 16h a la méme température et toujours en anaérobiose. Pour la culture, la
souche a été repiquée a 5 % (v/v) dans du MRS; stérile et incubée dans les mémes conditions de
température et d'anaérobiose que pour la sub- et pré-culture. A différents temps de la croissance
selon les expérimentations (début, milieu et fin de phase exponentielle), les cellules bactériennes
ont €té €liminées par centrifugation (15 min, 4°C, 5000 g) (SIGMA 3K18, Bioblok Scientific) puis
le surnageant a été filtr¢ (VWR, 0,2 um) et conservé a -20°C pour des utilisations ultérieures. La
neutralisation des surnageants avec NaOH a 1 mol.L! a été effectuée aprés décongélation et avant

chaque test. Les surnageants neutralisés ont ét¢ ensuite stérilisés par filtration (VWR, 0,2 um).

2.3.3.1 Matrices liquides

Les matrices sont préparées a partir de solutions meres d'alginate de sodium et de caséinate
de sodium. La solution mere d'alginate de sodium (Alg) (Fisher scientific, Hampton, Hampshire,
Etats-Unis) a été préparée a 4 % (m/m) et la solution de caséinate (Cas) de sodium (Acros organic,
Geel, Belgium) a 10 % (m/m) dans I'eau distillée stérile et en condition stérile, puis agitée pendant
14h a température ambiante pour permettre I'hydratation. La solution de caséinate de sodium a
ensuite été centrifugée (12 500 g, 15 min, 20°C) (Sigma 3K 18, Bioblock Scientific) puis conservée
a 4°C. Cette dernicre a été traitée thermiquement 10 min a 90°C avant chaque utilisation.

Différents types de matrices ont été testés : alginate, caséinate, alginate/caséinate, alginate/MRSp,
caséinate/MRSy, alginate-caséinate/MRSp. Elles ont été préparées pour avoir la composition
suivante pour une matrice compléte : 1,5 % (m/m) d'alginate, 4 % (m/m) de caséinate, 20 % (m/m)
de MRSy en complétant avec de 1'eau distillée stérile.

(ex : Composition d'un échantillon de 2,5 g : 0,9 g de solution mere d'alginate de sodium a 4 %
(m/m), 1,0 g de solution mere de caséinate de sodium a 10 % (m/m), 0,5 g de MRSy, 0,1 g d'eau
distillée stérile)

Pour les matrices composées uniquement d'un seul des deux polymeéres (c'est-a-dire alginate ou

caséinate), les pourcentages ci-dessus sont conservés en complétant avec de 1'eau distillée stérile.
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2.3.3.1.1 Matrices incorporant les surnageants de LAB

Les surnageants des LAB, récupérés apres 24h ou récupérés aux trois temps différents (6h,

Oh, 24h) de croissance a 30°C en anaérobiose, ont été¢ incorporés dans les différentes matrices
suivantes a 20 % en substitution du MRS, :

* matrice alginate (1,5 % (m/m)) ;

* matrice caséinate (4 % (m/m)) ;

* matrice alginate/caséinate (1,5 % (m/m) d'alginate et 4 % (m/m) de caséinate).

2.3.3.1.2 Matrices incorporant les cellules de LAB

Une pré-culture 1 (PC1) de 24h de la souche de LAB a été réalisée en anaérobiose a 30°C
avec un taux d'inoculation de 10 % (v/v), ensuite une culture de 5 % (v/v) a partir de la PC1 a été
incubée pendant 16h a 30°C en anaérobiose. Pour récupérer les cellules, 5 mL de la culture ont été
prélevés et centrifugés (5 000 g, 15 min, 4°C) (Sigma 3K 18, Bioblock Scientific). Le surnageant a
été ¢liminé et le culot a ensuite été repris dans 9 mL de milieu Tryptone Sel (TS) (Biokar
Diagnostic, Beauvais, France). Cette opération a ¢été réalisée deux fois pour laver les cellules de

toute trace de milieu de culture. Apres la derniére centrifugation, les cellules ont été reprises dans 10

mL de MRSy ou d'eau distillée stérile (pour les matrices sans MRSp) pour obtenir deux

concentrations finales dans les matrices différentes : C1, a 108 UFC.mL"! et C2, a 10*UFC.mL"!. La
composition testée de la matrice pour l'incorporation des cellules de LAB est la suivante : 1,5 %

(m/m) d'alginate, 4 % (m/m) de caséinate.
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Tableau 2.5 Exemples de compositions de matrices liquides alginate/MRS,, cas¢inate/MRS,,

alginate/caséinate/MRS, de 2,5 g contenant les cellules de LAB (T, témoin sans

cellules).

Solutions méres

Na-alg a 4 % (g) Na-cas a 10 % (g) MRS, (uL) | MRS, C1 (pL) MRS, C2 Eau distillée stérile (uL)
(uL)
T alg/cas 0,9 1 500 100
C1 alg/cas 0,9 1 500 100
C2 alg/cas 0,9 1 500 100
T alg 0,9 500 1100
C1 alg 0,9 500 1100
C2 alg 0,9 500 1100
T cas 1 500 2000
Cl1 cas 1 500 2000
C2 cas 1 500 2000

2.3.3.2 Matrices gélifiées

Les matrices polymériques d'alginate et d'alginate/caséinate présentées au paragraphe

précédent (3.3.1) ont été gélifiées de fagon instantanée avec ajout de CaCl; (les ions Ca?" servant

d'agents gélifiants pour l'alginate) soit sous forme de billes soit sous forme de gels plans.

Le MRSy classique a été remplacé par du MRSmy (MRS modifié sans phosphate et sans acétate

pour une meilleure gélification).

2.3.3.2.1 Gélification sous forme de billes

La gélification sous forme de billes a été réalisée en utilisant soit une seringue stérile avec

une aiguille stérile (18G 1

1/2, Terumo, Etats-Unis), soit l'unité d'encapsulation Nisco

Encapsulation Unit VarV1 LIN-0119 (Nisco Engineering AG, Zurich, Suisse).

Avec l'unité Nisco, les parametres utilisés pour réaliser les billes ont ét¢ les suivantes :

* taux de vibration : 5 kV,

* hauteur de chute 6 cm,

* débit 100 mL.h",

* busede 1,1 mm,

* concentration en CaCl, a la sortie du circuit de 0,1 mol.L! (10 mL dans une boite de Pétri de

diametre 55 mm).
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Ces parameétres ont été choisis pour obtenir des billes de diameétre compris entre 1,5 et 2 mm.

Pour travailler en zone stérile, l'appareil a été utilisé sous une hotte a flux laminaire, laissé
préalablement sous UV 15 min. Le circuit a été nettoyé a 1'alcool a 70° puis rincé a l'eau distillée
stérile entre chaque série d'expérience. Entre chaque échantillon passé, le circuit est rincé avec
environ 10 mL d'eau distillée stérile.

Aprés 15 min dans la solution de calcium, les billes ont été rincées : la solution de calcium est
remplacée par 10 mL d'eau distillée stérile.

Pour les tests antimicrobiens, les billes ont été¢ déposées 1 a 1 (3 répétitions) sur la gélose inoculée

avec la souche cible (cf: 2.5.2).

2.3.3.2.2 Gélification sous forme de gels plans

Une plaque d'acier de 10 cm par 10 cm a été recouverte d'un papier Benchguard (face
plastifiée vers le haut). Des rebords de 0,8, 0,9 et 1 mm (code 80-90-100 du set du laoratoire
BioDyMIA) ont ét¢ empilés et ont été fixés autour de la plaque (Figure 2.5, étape (1)). Une quantité
de 20 mL de solution matricielle (présentée au paragraphe 3.3.1) a été coulée au centre et répartie
sur toute la surface. Un papier Benchguard imbibé de CaCl, (1 mol.L") a été placé par-dessus (face
plastifiée vers le haut) (Figure 2.5, étape (ii)), puis une seconde plaque d'acier de méme dimension

est venue fermer le systeme (Figure 2.5, étape (iii)). Le temps de contact avec le papier imbibé de

solution de CaCl, a été fixé a 30 min.

Figure 2.6 Exemple d'un gel d'alginate 1,5 % (m/m), caséinate 4 % (m/m) et 20 % (m/m) MRSm.
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Pour les tests de cultivabilité (cf: 2.5.1) des cellules de LAB (gels avec cellules de LAB) et les tests
antimicrobiens, des disques, respectivement, de 6 mm et 8 mm de diametre ont été découpés a l'aide
d'un emporte-piece. Pour les tests antimicrobiens, les disques ont ét€¢ déposés (3 répétitions) sur la

gélose inoculée avec la souche cible (cf: 2.5.2).

2.4 Tests antimicrobiens pour 1'évaluation des capacités

bioprotectrices des différentes souches de LLAB (solutions libres et

matrices polymériques (liquides et gélifiées))

Dans la majorité des cas, le test en milieu gélosé a été privilégié. En effet, dans le contexte

de I'étude, la biopréservation, le milieu gélos¢ mime une surface contaminée.

Ce test a été utilisé pour les échantillons liquides (surnageants, cultures entieres de LAB,
matrices polymériques liquides).
Les souches cibles, L. innocua LRGIAO1, L. innocua ATCC 33090, L. monocytogenes S162, ont été
cultivées, a partir des pré-cultures définies au paragraphe 1.2, dans du TSB (10 % v/v) jusqu’en
début de phase exponentielle (environ 4-5h apres l'inoculation), obtenant ainsi une densité cellulaire
a 108 UFC.mL"!. A partir de cette culture pour les souches de Listeria et de la pré-culture 2 (voir
paragraphe 1.2) pour K. rhizophila ATCC 9341, le milieu gélosé approprié, gélose « Tryptone Soja
Agar » (TSA) ( Biokar Diagnostic, Beauvais, France), a été inoculé en masse a raison de 5 % (v/v)
pour L. innocua LRGIAO1 et ATCC 33090, et de 1 % pour L. monocytogenes S162 et K. rhizophila
ATCC 9341 pour obtenir une inoculation du milieu gélosé a environ 107 UFC.mL"!. Une quantité de
50 mL de cette gélose a été coulée dans des boites de Petri (de diametre 140 mm). Apres repos de la
gélose a 4°C pendant 30 min, des puits de 6 mm ont été réalisés stérilement dans cette gélose et
remplis avec 40 pL d'échantillon liquide. Pour chacun des échantillons, trois puits ont été¢ remplis.
Ces boites de Petri ont été placées a une température de 4°C pendant 3h pour permettre une
meilleure diffusion des substances antimicrobiennes. Elles ont ensuite été mises dans les conditions
de culture optimale de croissance des souches de Listeria : 30°C pendant 24h (de méme pour
K. rhizophila ATCC 9341). La lecture a ét¢ faite par la mesure du diamétre en mm des zones

d'inhibition formées autour de chaque puits. Cette derniére a été effectuée a l'aide d'un pied a
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coulisse (Mitutoyo, + 0,02 mm). Le diamétre a été calculé selon la formule suivante :
Zi (mm) = Diametre de la zone d'inhibition (mm) — Diamétre des puits (6 mm).

Une moyenne sur les trois puits a été réalisée.

Les échantillons gélifiés (matrices gélifiées sous forme de billes ou de gels plans découpés
en pastille) ont été déposés entre deux couches de gélose TSA (pour une boite de diamétre 140 mm :
couche inférieure de 30 mL et couche supérieure de 20 mL) pré-inoculée en masse a 5 % (v/v) pour
L. innocua LRGIAO1 et ATCC 33090 et 1 % pour L. monocytogenes S162 et K. rhizophila ATCC
9341 comme décrit au paragraphe précédent. La premiere couche a été coulée, et apres un repos de
la gélose 30 min a 4°C, les dépdts ont été faits et la deuxiéme couche a été répartie. Pour chacun des
échantillons, trois dépdts ont été réalisés. Ces boites ont été mises a 4°C pendant 3h pour permettre
une meilleure diffusion des substances antimicrobiennes. Elles ont ensuite été mises dans les
conditions de culture optimale de croissance des souches de Listeria : 30°C pendant 24h (de méme
pour K. rhizophila ATCC 9341). La lecture a été faite par la mesure du diamétre en mm des zones
d'inhibition formées autour des billes ou des pastilles de gel. Cette dernicre a été réalisée a l'aide

d'un pied a coulisse (Mitutoyo, + 0,02 mm).

Le calcul du diameétre a été effectué selon la formule suivante :
Zi (mm) = Diametre de la zone d'inhibition (mm) — Diamétre des billes ou pastilles de gel (mm).

Une moyenne sur les trois dépots a été réalisée.

2.5 Confinement des cellules de LAB dans les matrices

polymériques pour une production in situ des métabolites anti-
Listeria

Les cellules de LAB ont été incorporées dans les matrices polymériques comme décrit aux
paragraphes 2.3.3.1.2 (matrices liquides) et 2.3.3.2 (matrices gélifiées sous forme de billes ou de
gels plans). Apres échantillonnage, le stockage a été réalisé a 30°C et/ou a 4°C pour suivre l'activité

antimicrobienne de tels systémes et la viabilité des cellules de LAB.
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Un dénombrement des €chantillons liquides et sous forme de billes a été effectué pour suivre
I’évolution de la population de LAB. Pour cela, des dilutions décimales de chaque échantillons ont
été effectuées et 1 mL de trois dilutions successives a été ensemencé en masse dans du milieu
MRS,. Les boites ont été incubées a 30°C pendant 24 heures dans des jarres d’anaérobiose en
utilisant 1’Anaérocult A (Biomérieux, France). Pour les échantillons liquides, le nombre UFC par

mL d'échantillon a été déterminé en utilisant la formule suivante :

N= 2C
d *Vx(n+(0,1%n,))

N : Nombre d’unité formant colonie par mL dans la culture initiale (en UFC.mL"")
% C : Colonies comptées sur I’ensemble des boites retenues

di : Valeur de la dilution la moins grande retenue

V : volume déposé (en mL)

n; : nombre de boites retenues a la d;

n2 : nombre de boites retenues a la dz (valeur de la dilution la plus forte retenue).
Pour les échantillons sous forme de billes, une étape de solubilisation préalable est nécessaire. Une

bille a été placée dans 2,5 mL de tampon phosphate a 0,1 mol.L-!, pH = 7, et laissée au moins 3h a

température ambiante apres avoir été vortexée.
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Figure 2.7 Suivi de la viabilité par mesure de la cultivabilité des cellules de LAB confinées dans
les matrices biopolymériques liquides et gélifiées.

Ce suivi de viabilité a été répété pendant douze jours a intervalle régulier : JO, J1, J5, J8, J12.

En parallele du dénombrement des cellules cultivables de LAB sur milieu gélos¢ MRS, un
dénombrement a aussi été réalis€ au microscope apres coloration des cellules avec le kit
Live/Dead® BacLight™ (Invitrogen, France) (voir 2.6). Cela a permis de comparer deux méthodes
de dénombrements et d'étudier aussi la localisation des cellules dans les matrices polymériques au

cours du temps.

Les tests d’inhibition concernant les échantillons gélifiées sous forme de billes et de gels
plans ont été réalisés selon la méthode de diffusion entre deux couches de gélose décrite au
paragraphe 2.4.2. Pour les mélanges liquides, les tests ont été faits selon la méthode de diffusion en
puits décrite au paragraphe 2.4.1. Ce suivi de l'activité antimicrobienne a été répété pendant douze

jours a intervalle régulier : JO, J1, J5,J8, J12.
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Gélose Tryptone Soja (Biokar Diagnostics, France) inoculée avec Listeria innocua LRGIAO1,
innocua ATCC33090 ou monocytogenes 5162 4 107 UFC.mL-' de milieu gélosé

e ,—\\\‘
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e spo 7o
Dep_ots: I )
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ou S
{ Al 3disques (@ 8 mm) \
(@ 8 ) | )
v /“Recouvrement par une 2iéme
couche de milieu gélosé en
surfusion innoculé avec
Listeria innocua LRGIADT,
innocua ATCC33090 ou
monocytogenes S162 a
107 UFC.mL"!

Mesure du diamétre d’inhibition :

( Incubation & 30°C, 24h
Zi (mm)= diamétre (zone d'inhibition + puits/bille/disque) — diamétre (puits/bille/disque)

Figure 2.8 Suivi de D’activité anti-Listeria des cultures de LAB confinées dans des matrices
gélifiées et non gélifies d’alginate et d’alginate/caséinate.

2.6 Etude microscopique

2.6.1.1 Principe

Avec un microscope conventionnel, la lumiére de toutes les zones de 1'objet, pas seulement

de la zone de mise au point, entre dans le microscope et est utilisé pour créer une image brouillée et
confuse. Par le développement du Microscope Confocal a Balayage Laser (MCBL), ce probléme a
été résolu. Le microscope confocal permet une meilleure résolution axiale grace a la présence d'un
trou de filtrage (pinhole, diaphragme) adapté qui permet d'éliminer la lumiére émise par les plans
sous- et sur-jacents au plan de focalisation.
La lumiére a l'excitation (laser) est une source ponctuelle. Sur la Figure 2.9, le point source de
lumiére, I'échantillon et le détecteur sont en confocalité. La lumiére provenant de I'échantillon mais
provenant de plans situés au-dessus et au-dessous du plan focal est éliminé¢ par le pinhole
(diaphragme) de sortie.

L'obtention d'une image d'un plan focal en x et y est réalisée par un systeme de balayage spatial a
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l'aide de deux miroirs. L'image obtenue est une véritable coupe optique de l'intérieur de

Photo-
mulitiplicateur

I'échantillon.

Filtre
 Armicci —
D’émission
Pinhole du
— ;
\ détecteur
A
\
p 1
i
/]
i A
R
f
A
h \
' \ f
’ |
i
1 \ \
' \
i \
4" |
Mirolr h Pinhole ---- Faisceau hors plan
dichroique [
| source ——> Faisceau d.arjs le plan
. Faisceau ré-émis
Y
\
] \
r' L
] \ Lentille y
\ / objectif
. \ ,
Mise au B .
point NS /’ Plan
! : \ ‘ focal >
Echantillon v X
N
vZ

Figure 2.9 Principe de fonctionnement d'un MCBL (d'aprés Paddock, 2000).

2.6.1.2 Marquage des caséinates

Les casé€inates ont ét¢é marquées de manieére non-covalente et non-spécifique avec une
solution de Rhodamine B Isothiocyanate (RITC) (R1755, Sigma-Aldrich, Allemagne). La RITC se
fixe aux protéines via des interactions hydrophobes. Sa longueur d'onde d'émission est de 543 nm et
sa longueur d'onde d'excitation est une bande passante comprise entre 560 et 590 nm.

Une solution de RITC a été préparée a une concentration de 1 mg.mL-!' dans de 'eau distillée et
protégée de la lumiere. Pour le marquage des caséinates, cette solution est ajoutée a 0,1 % (m/m) a
la solution mere de caséinate a 10 % (m/m). Cette nouvelle solution a été agitée une heure a
I'obscurité. Cette étape s'est faite en amont de la formulation des mélanges polymériques avec

alginate et les cellules de LAB.
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2.6.1.3 Marquage des cellules de LAB

A J0, pour 1 mL de suspension cellulaire & 5.108 UFC.mL"! avant ajout aux matrices
polymériques liquides (voir paragraphe 2.3.3.1.2), les fluorochromes du kit Live/Dead®
BacLight™ (Invitrogen, France) ont été ajoutés (1 pL de Syto 9 + 2 pL d'iodure de propidium (IP)).
La suspension a été vortexée pendant 10 s. Pour les matrices gélifiées, la gélification a été réalisée
une fois que les cellules aient été marquées et incorporées dans les matrices polymériques.

Ce kit a été utilisé dans le but de suivre 1'état physiologique au cours du temps des cellules de LAB
incorporées dans les matrices polymériques et également de les localiser dans ces systémes. Le kit
est composé de deux marqueurs ayant pour cible les acides nucléiques : le Syto 9 et 1'IP. Si la
membrane plasmique est endommagée, les deux marqueurs pénétrent dans la cellule et se fixent au
niveau des acides nucléiques pour donner une coloration rouge. A l'inverse, si la membrane est
intacte, seul le Syto 9 pénétre dans la cellule et la colore en vert. Il est donc possible de différencier
les cellules viables colorées en vert et les cellules non viables colorées en rouge. Pour le Syto 9, la
longueur d'onde d'émission est de 530 nm et la longueur d'onde d'excitation est de 504 nm. Pour
I'IP, la longueur d'onde d'émission est de 615 nm et la longueur d'onde d'excitation est une bande
passante comprise entre 530 et 585 nm.

Les longueurs d'onde d'excitation de 1'IP et de la RITC se chevauchant, il n'a pas été possible de
faire le triple marquage (Syto 9, IP et RITC). Donc, dans un premier temps, la structure du mélange
(phase continue, phase dispersée) a ét¢ identifiée sur un échantillon avec les cellules non marquées
et les caséinates marquées a la RITC puis, la viabilité et la localisation des cellules ont été étudiées

sur un échantillon avec les cellules marquées et les caséinates non marquées.

2.6.1.4 Préparation des échantillons gélifiés

Les billes préparées comme indiquées au paragraphe 2.3.3.2.1 (avec les solutions meres
marquées) ont été fixées dans une solution fixatrice avec 2 % (m/v) de para formaldéhyde a
0,1 mol.L-! de cacodylate, 10 mmol.L"! CaCl, et 2% (m/v) de saccharose. Pour faire pénétrer le
fixateur dans les billes, elles ont été laissées sous vide 15 min. Apres avoir renouveler la solution
fixatrice, elles ont été laissées 1h sous atmosphere normale et a température ambiante. Ensuite, elles
ont été rincées a deux reprises a l'aide d'une solution de ringage a base de tampon cacodylate a

0.1 mol.L" , CaCl, a 10 mmol.L! et saccharose a 2% (m/v). Les billes ont été mises dans des

moules en présence d'OCT colorée (Optical Coherence Tomography) (TFM, Tissue Freezing
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Medium, Triangle Biomedical, Durham) et ont été¢ congelées dans I’iso-pentane a -65C° puis, ont
été stockées dans le congélateur a -80°C.

Des coupes de 10 um ont été réalisées a 1’aide d’un microtome « Microtome de cryostat Reichert
Cryocut 1800, leica microsystéme CM 1800 » (Température du porte objet : -25°C ; Température de

I’enceinte -18°C).

2.6.1.5 Observations

Les observations ont été réalisées avec un microscope confocal a balayage laser Leica SP2

AOBS (Leica Microsystems, Allemagne).

Etude de la microstructure dans le temps pour des matrices polymériques liquides

Les mélanges de cas€inate (marquée avec la RITC) avec l'alginate avec ou sans MRS, ont été
préparés comme décrit au paragraphe 2.3.3.1. Immédiatement apres agitation, un volume de 20 pL
a été prélevé a l'aide d'une micropipette et déposé sur une lame de microscope recouverte ensuite
par une lamelle. L'évolution des microstructures a été observée pendant 30 min avec une prise
d'image toutes les 5 a 10 min. Ces images ont été traitées a I'aide du logiciel Image J (version 1.43u,

National Institutes of Health, Etats-Unis).

Suivi de la viabilite dans le temps des cellules incorporées dans les matrices liqguides

Pour stabiliser les émulsions lors des observations, 10 pL. des mélanges polymériques ont été
déposés sur une lame précédemment préparées comme suit.

Les lames ont été préalablement recouvertes d’une solution bouillie d’agar a 2% (m/m) a

1 mmol.L! de CaCl, et laissées a température ambiante sur la paillasse au moins une nuit pour

séchage.

Le dépot a ensuite été recouvert dune lamelle.

2.6.1.6 Traitements des images
Pour déterminer le nombre de cellules viables et non viables au cours du temps, un

traitement d’image a ét¢ nécessaire avec le logiciel Volocity®6.2.1 (PerkinElmer, Etats-Unis) avec
lequel un protocole a été mis au point pour déterminer les cellules viables dans la phase protéique

séparément de celles dans la phase alginate, de méme pour les cellules non viables.
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Le calcul du nombre de cellules.mL! & partir du comptage des cellules sur les images a été réalisé
selon les calculs suivants :
S(image) = 75*75 pm? = 0,005625 mm?

Or les 10 pL se répartissent sur la lame sur 86,5 mm?,

Donc 10 pL représentent 15 393,78 champs,

Donc 1 mL représente 1 539 378 champs.

Nb cellules/mL = Nb de cellules sur un champs * 1 539 378 * 5

avec 5 le nombre estimé de champs superposés (I’épaisseur de 1’échantillon est estimé a 115 pm,
mesure prise en repérant le fond et le haut de 1'échantillon sur lame a I'aide du microscope (position

en z)).

2.6.2.1 Principe

La Microscopie Electronique a Balayage (MEB) permet d'obtenir une topographie de la
surface d'un objet avec une résolution nanométrique. Le principe repose sur l'interaction d'un
faisceau d'électrons trés fin (0,5 — 50 nm) et monocinétique avec la matiére. Les échantillons
doivent au préalable étre déshydratés et métalliser afin d'obtenir une couche conductrice pour les
¢lectrons. Le principe de la microscopie électronique repose sur l’interaction d’un faisceau
monocinétique d’électrons focalisé sur I’échantillon sur un diamétre trés faible (~10 nm dans le cas
du MEB utilis¢ dans ce travail, de I"ordre de 0,1 nm sur les MEB les plus sophistiqués).
L’interaction du faisceau d’électrons avec I’échantillon se traduit par des collisions multiples avec
les atomes de la cible qui génerent différents processus : émission de rayons X, d’¢lectrons Auger,
d’¢électrons secondaires. Dans le cadre de ce travail, les images ont été réalisées en s’intéresserant
uniquement a I’émission d’électrons secondaires : un électron incident (ou rétrodiffusé) éjecte par
collision un ¢lectron d'un atome de la cible (Figure 2.10). Ces électrons secondaires de faible
énergie cinétique (quelques dizaine d’¢lectron-volts) sont donc émis prés de la surface de

I'échantillon (a une profondeur comprise entre 5 et 10 nm) et sont sensibles a sa topographie.
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Figure 2.10 Principe de fonctionnement d'un Microscope Electronique a Balayage.

2.6.2.2 Préparation des échantillons et observations

Les billes d'alg et d'alg/cas ont subi une pré-déshydratation en les plongeant 10 min dans des
bains successifs d'éthanol a 30, 50 et 70 %. Puis elles ont été laissées une nuit dans le dernier bain a
70 % d'éthanol. Elles ont été ensuite déshydratée suivant la méthode du point critique du COz. Les
échantillons pré-déshydratés ont été transférés dans 1'appareil (Critical Point Dryer 030, Bal-tec,
Balzers, Liechtenstein) et la température de l'enceinte a été abaissée. Le CO: liquide a 8°C est
miscible a I'éthanol qui imprégne le milieu. L'éthanol est progressivement remplacé par le CO2
liquide et la préparation est amenée au point critique du CO2 (T = 31°C, P = 73,8 bars). Ces valeurs
sont dépassées. La préparation est ensuite ramenée trés progressivement aux valeurs de température
et de pression ambiantes évacuant le gazeux. La préparation est ainsi desséchée sans altération du
volume, ce qui permet une dessiccation en minimisant les déformations.
La surface des billes et certaines sections ont été ensuite métallisées recouvertes par une fine couche
d'or (25 a 30 nm) (Métallisateur a pulvérisation cathodique, Cressington Série 108, Eloise, Roissy,
France).
Les observations ont ¢été réalisées avec le microscope MEB FEI ESEM-XL30 (Hillsboro, Oregon,

Etats-Unis). Le canon d'¢lectrons a été soumis a une tension d'accélération de 14,0 kV.

107



CHAPITRE 2 : Matériels et méthodes

2.7 Caractérisation des métabolites antimicrobiens responsables de

I'activité bioprotectrice

Ce paragraphe présente les méthodes et protocoles utilisés pour identifier la nature des

métabolites produits par les LAB et responsables de leur activité antimicrobienne.

Les différents traitements réalisés permettent de déterminer si :

* lactivité bioprotective est due a la production d'acides organiques entralnant une
acidification du milieu (néfaste pour certaines souches cibles),

* J'activité antimicrobienne est plutot due a l'accumulation de peroxyde d'hydrogeéne dans le
milieu (puisque les LAB sont dépourvues de catalase),

* l'activité est de nature protéique (activité disparaissant apres action d'enzymes protéolytiques
sur les surnageants testés),

¢ Tlactivité est due a des métabolites thermostables, thermorésistants.

Neutralisation

Afin d'éliminer 1'effet antimicrobien li¢ au pH acide (environ 4 pour un surnageant de LAB en fin
de culture), le pH des surnageants a ét¢ ajusté au pH du milieu MRSb (pH = 6,0 apres autoclave) en
utilisant de la soude (NaOH) a 1 mol.L-! avant d'étre a nouveau filtrés (WWR, 0,2 um).

Traitement a la catalase

Les surnageants filtrés/neutralisés/filtrés ont été incubés en présence de catalase (C30, Sigma-
Aldrich) (préparée dans une solution tampon phosphate a 50 mmol. L' a pH = 7) a une
concentration finale de 300 UI(Unité Internationale).mL-' pendant une heure au bain thermostaté a

37°C. La réaction a été arrétée par une incubation a 65°C pendant 10 min.

Traitement aux enzymes protéolyvtiques

Les surnageants filtrés/neutralisés/filtrés ont été traités avec différentes enzymes protéolytiques a
une concentration finale de 1 mg.mL"!. Les enzymes testées ont été la protéase P6110 d'Aspergillus

oryzae (Sigma-Aldrich), la trypsine T4799 de pancréas porcin (Sigma-Aldrich) et I'a-chymotrypsine

108



CHAPITRE 2 : Matériels et méthodes

C4129 de pancréas bovin (Sigma-Aldrich) (préparées dans une solution tampon Tris-HCl a 1 mol.L-
1'a pH = 7,6). Les surnageants ont été incubés avec ces différentes solutions enzymatiques au bain
thermostaté a 37°C pendant 3h. Les réactions ont ¢té arrétées par une incubation a 65°C pendant 10

min.

Traitements thermiques

Les différents traitements thermiques subis par les surnageants filtrés/neutralisés/filtrés ont été

réalisés en bain thermostaté a 40, 65, et 100°C pendant une heure.

Ces surnageants pré-traités ont ensuite été testés selon la méthode de diffusion en puits en milieu

gélosé (2.4.1).

L'acide lactique est I'acide majoritaire produit par les LAB. Le dosage de l'acide lactique a
¢été utilisé pour permettre d'identifier et de quantifier et cette production au mieux pour une souche
donnée. Ce dosage a ¢été réalisé en utilisant le kit Megazyme D-lactic acid and L-lactic acid (K-
DLATE) (Fournisseur Libios, France). Les réactions mises en ceuvre lors de ce dosage sont des
réactions enzymatiques (Principe, procédure et présentation des calculs en annexe 2). L'acide D-
lactique et 'acide L-lactique sont dosés successivement. Les concentrations en acides lactiques (D

et L) sont exprimées en g.L-! d'échantillon.

Pour comprendre au mieux les mécanismes responsables de 'activité antimicrobienne mis en
ceuvre par les souches de LAB, il est important de caractériser les agents produits. D'apres la
méthode de Jiang et al., 2012, une purification partielle des composés peptidiques présents dans le
surnageant de culture des LAB en fin de phase stationnaire a été réalisée : récupération du
surnageant, précipitation au sulfate d'ammonium, concentration et chromatographie d'exclusion
stérique. Par la suite, les fractions obtenues ayant une capacité antimicrobienne ont été analysées

par électrophorese Tricine-Page.
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2.7.3.1 Purification partielle de « BLS »

Culture et récupération du surnageant

Une sub-culture de 10 mL de LAB3 a été réalisée dans MRSy, pendant 24h a 30°C en anaérobiose a
partir d'un mL d'un cryotube stocké a -20°C. Un schott de 200 mL de MRSy a ensuite été inoculé a
5% (v/v) et incubé pendant 24h a 30°C en anaérobiose pour une pré-culture. Une culture de 2 L
dans du MRSy, (inoculée a 5 % (v/v) a partir de la pré-culture) a été incubée pendant 24h a 30°C en
anaérobiose. Le surnageant a été récupéré par une centrifugation a 4 000 g, 10 min, a 4°C puis filtré

sur membrane 0,2 um (VWR) et conservé par congélation a -20°C.

Précipitation des protéines au sulfate d'ammonium

Apres décongélation, les protéines présentes dans le surnageant natif ont été précipitées en présence
d'une solution de sulfate d'ammonium (Réf 24071, Chimie-Plus Laboratoires, France) saturée a
80 % (v/v) et le mélange (surnageant/solution de sulfate d'ammonium) a été mis a agiter
vigoureusement a 4°C pendant 2h. La précipitation s'est poursuivie pendant 14h a 4°C sans
agitation. Pour récupérer le précipité, une centrifugation a ¢été réalisée a 9 000 g, 4°C pendant 45
min. Le précipité a ensuite été suspendu dans 100 mL d'eau ultra pure.

Pour éliminer le sulfate d'ammonium, une dialyse sur membrane de seuil de coupure de 500 Da
(cellulose ester, MWCO 100-500 Da, diameétre 20 mm, Spectra/Por Biotech, Spectrum Labs,
Etats-Unis) a été réalisée pendant 48h a 4°C. L'échantillon, d'un volume de 400 mL aprés la dialyse,
a ensuite été lyophilisé (Lyophilisateur Epsilon 2-4, Bioblock, Illkrich, France) pendant environ 5

jours et conservé au congélateur a -20°C. Une quantité de 2 g a ainsi été récupérée.

Chromatographie d'exclusion stérique

Pour séparer les protéines/peptides selon leurs poids moléculaires, une chromatographie d'exclusion
stérique (appelée aussi filtration sur gel ou tamisage moléculaire ou chromatographie de
perméation) a été utilisée. Par cette technique, des macromolécules en mélange sont véhiculées par
un tampon d'¢lution a débit fixé (phase mobile) et séparées selon leur taille dans une colonne
contenant des billes de polymere de porosité variable (phase stationnaire). Les molécules de taille
supérieure a celle des pores des billes sont exclues du gel et ne se repartissent que dans le volume
correspondant a la phase mobile. Elles sortent les premiéres a un volume d'élution appelé volume
mort de la colonne. Les molécules de taille inférieure a celle des pores des billes peuvent pénétrer

librement dans les billes et se repartissent dans l'ensemble des liquides de la colonne (phase
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stationnaire et ¢luant). Elles sortent donc les derniéres a un volume d'élution qui est le volume total
des liquides de la colonne. Les molécules de tailles intermédiaires pénétrent dans les billes en
fonction de leur taille et de leur forme. Elles pénétrent d'autant moins qu'elles sont plus grosses et

elles sont éluées dans 'ordre des masses molaires décroissantes.

Un gramme du surnageant de culture précipité au sulfate d'ammonium, dialysé, lyophilisé, a
¢été repris dans 5 mL d'eau ultra pure et déposé sur une colonne de gel Sephadex G25 (G2580,
Sigma Aldrich, Allemagne) de diamétre de 1,6 cm et de 100 cm de hauteur, équilibrée dans de 1'eau
ultra-pure. Le gel Sephadex G25 a été choisi d'aprés son domaine de fractionnement qui est
1000-5000 Da. Celui-ci définit la gamme des masses molaires pour lesquelles il y a diffusion
partielle ou totale. La masse molaire de la molécule d'intérét que nous cherchions a purifier, était
englobée dans cette gamme.

Le débit a été réglé a 0,5 mL.min"! et I'échantillon a été élué avec de 1'eau ultra pure. Cent cinquante
fractions de 1 mL ont été récupérées et la DO a été¢ mesurée a 280 nm (détection de I'absorbance due
aux acides aminés aromatiques) et 215 nm pour tracer un chromatogramme. Selon les pics obtenus,
les fractions ont été réunies en 6 pools (pool 1, 2, 3, 4, 5, 6) testés pour leur activité anti-Listeria et

caractériser par €électrophorese Tricine-Page.

2.7.3.2 Analyse électrophorétique : Tricine-Page

L'¢lectrophorese sur gel de polyacrylamide SDS Tris-tricine est une méthode de séparation
des peptides et des protéines en fonction de leurs masses moléculaires. Les protéines sont des
molécules amphiphiles qui portent des charges positives et négatives localisées sur les chaines
latérales des acides aminés. Elles adoptent des structures tridimensionnelles caractéristiques et
certaines charges peuvent étre exposées a la surface de la molécule, comme elles peuvent étre
enfouies au cceur de la molécule. L'électrophorése va donc s'effectuer sur des protéines dénaturées,
c'est-a-dire ayant perdu leurs structures tertiaires et secondaires. Un détergent de type anionique
recouvre les chaines polymériques dénaturées en leur conférant une charge. Les différentes
protéines d'un mélange complexe se trouvent donc recouvertes de charges négatives. Lorsqu'une
tension continue est appliquée entre les extrémités d'un gel ou a été déposé le mélange complexe de
protéines, les protéines migrent au travers des mailles constituant le gel. Les mailles du gel
retiendront moins les petites molécules qui auront alors la migration la plus grande. Les molécules

les plus longues seront d'autant plus retenues entre les mailles du gel et auront une migration
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relative plus faible. Une fois la migration terminée, différents procédés sont utilisés pour la
révélation. La plus courante consiste en une coloration spécifique des protéines. Le gel est coloré et
il fait apparaitre un profil électrophorétique qui met en évidence des bandes dont l'intensité
correspond partiellement a 1'abondance dans le mélange et dont la position refléte la masse
moléculaire relative. Cette masse moléculaire est comparée a des étalons commerciaux calibrés en
unité de masse protéique (Dalton).

L'¢électrophorese Tricine-page est communément utilisée pour la séparation des peptides de masse
moléculaire allant de 1 a 100 kDa nous permettant pour ce projet de détecter la présence de
bactériocines dans les surnageants de culture de LAB. Ce protocole a été mis au point au sein du
laboratoire BioDyMIA a partir de deux publications de Schiagger (Schigger et Von Jagow, 1987 ;
Schégger, 2006).

Le protocole détaillé est présenté en annexe 3. Un marqueur de poids moléculaires
(marqueur Ultra-low M3546, Sigma) a été déposé sur le gel pour avoir une échelle de poids
moléculaires (de 1,1 kDa a 26,6 kDa) permettant de déterminer les masses moléculaires des bandes
obtenues pour les dépdts échantillons. Le marqueur et les échantillons ont été ajoutés au tampon de
charge deux fois concentré (1 % (m/v) de Docédyl Sulfate de Sodium (SDS), Tris a 0,1 mol.L!,
24 % (m/v) de glycérol, 4 % (v/v) de mercaptoéthanol, 0,02 % (m/v) de Serva Blue® (Serva,
GmbH, Allemagne), pH = 6,8) en proportion 50/50 (v/v). Le gel de séparation sur 14 cm (a 16,5 %
(m/v) de T, 6 % (m/v) de C) (avec T, la concentration totale en acrylamide/bis-acrylamide et C, la
concentration en bis-acrylamide) est surmonté par un gel d'espacement sur 2 cm (a 10 % (m/v) de T,
3 % (m/v) de C) puis par un gel de concentration sur 4 cm (a 4 % (m/v) de T, 3 % (m/v) de C). Les
volumes des dépdts dans les puits ont ét¢ de 10 pL. La migration a été réalisée dans un tampon
anode (Tris a 0,2 mol.L!, pH = 8,9) et un tampon cathode (0,1 % (m/v) de SDS, Tris a 0,1 mol.L"!,
Tricine a 0,1 mol.L"!, pH = 8,25) selon le programme suivant (pour deux gels) (générateur Bio-Rad,
Power Pac™, Universal, 500V, 2,5 A, 500 W) :

+ Etape 1:30V, limites 100 mA/500 W, durée 1h
. Etape 2 : 7 W, limites 300 V/250 mA, durée environ 18h.

A la fin de la migration, le gel a été récupéré délicatement et révélé. Une premiere étape de
pré-fixation a été réalisée avec un bain d'une heure dans une solution de glutaraldéhyde (G6257,
Sigma) a 5 % (v/v). Le gel a ensuite été rincé dans l'eau distillée et placé dans un bain avec la
solution de fixation (acide acétique (33209, Sigma)/méthanol (65543, Sigma)/eau distillée
(10/50/40) (v/v/v)) pendant 30 min. Puis le gel a été coloré 1h dans une solution de Serva Blue®
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(Serva, GmbH, Allemagne) a 0,025 % (m/v) dans de 'acide acétique a 10 % (v/v) a température
ambiante sans agitation. Enfin la décoloration a été réalisée en plusieurs bains (de 30 min au début a
2h a la fin) de solution d'acide acétique a 10 % (v/v) jusqu'a obtenir un fond clair et des bandes

nettes.

2.7.4.1 Principe

L'analyse dot-blot permet de détecter des protéines spécifiques dans des échantillons
déposés sur une membrane. Contrairement a la méthode de western-blot, les protéines n'ont pas subi
d'étape de migration précédemment. Les dépdts sont réalisés sur des membranes de polyfluorure de
vinylidéne (« PolyVinyliDene Fluoride », PVDF) ou de nitrocellulose qui lient les protéines de
I'échantillon de maniere non-spécifique, c'est-a-dire qu'elles lient toutes les protéines présentes dans
I'échantillon de la méme fagon. Ces liaisons se font par des interactions hydrophobes et ioniques.
Au cours de la détection, la membrane est sondée pour la protéine d'intérét avec des anticorps, liés
ensuite a une enzyme émettant généralement un signal colorimétrique. Classiquement cette méthode
se réalise en deux étapes (Figure 2.11). La membrane est incubée dans une solution d'anticorps
primaire spécifique de la protéine recherchée. Aprés rincage de la membrane afin d'enlever les
anticorps primaires non liés, celle-ci est exposé a un anticorps secondaire dirigé contre l'anticorps
primaire. Cet anticorps secondaire est généralement li¢ a une enzyme, qui, utilisée en conjonction

avec un agent colorant, permet l'identification visuelle de la protéine recherchée sur la membrane.

Agent colorant soluble

I
| Réaction enzymatique |

Agent colorantinsoluble
Anticorps Secondairw développantune coloration

Anticorps primaire

Dépot de I'échantillon protéique a analyser

Membrane de transfert

Figure 2.11 Principe de la méthode dot-blot d'immunodétection.
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2.7.4.2 Protocole

Une membrane PVDF pour western-blot (GE healthcare, Little Chalfont, Buckinghamshire,
Royaume-Uni) a été préalablement activée dans un bain de méthanol pendant 10 s puis rincée a
l'eau a trois reprises et équilibrée dans du tampon phosphate salin (« Phosphate Buffer Saline »,
PBS) a 0,1 mol.L-!, pH = 7,2 (0,2 g.L-! de KCI, 7 g.L'! NaCl) pendant 30 min. Par la suite, des
dépots ont été réalisés a compter de 10 uL par échantillons (solution de Nisine, surnageants de
culture de LAB concentrés, échantillons intermédiaires récupérés lors de la purification d'actifs
antimicrobiens a partir de surnageant de culture). Ces dépots seront précisés lors de la présentation
des résultats. Apres les dépots, la membrane a été saturée dans du lait écrémé a 5 % (m/v) (lait en
poudre préparé dans du PBS) pendant 1h30 sous une agitation a 30 rpm sur une table d'agitation a
température ambiante. Cette étape permet le blocage des sites d'interactions non spécifiques entre la
membrane et les anticorps. Les protéines dans la solution diluée de lait se lient a la membrane dans
tous les sites non occupés par la protéine cible. De ce fait, lorsque les anticorps primaires sont
appliqués lors de I'étape suivante, ils ne peuvent s'attacher a la membrane que sur les sites de liaison
de la protéine cible, ce qui réduit le bruit de fond, donne des résultats plus clairs et élimine les faux-
positifs.

A la suite de I'étape de saturation, la membrane a été rincée 5 fois pendant 5 min dans du PBS, puis
elle a été incubée dans une solution d'anticorps primaires (anticorps anti-nisine polyclonaux purifiés
a partir de sérum de lapin) diluée au 1/3000™¢ dans du PBS. L'incubation a été réalisée sous
agitation a 30 rpm sur table d'agitation a température ambiante pendant 2h. Pour éliminer l'exces
d'anticorps primaires, la membrane a été rincée dans du PBS 5 fois pendant 5 min. L'incubation
dans la solution d'anticorps secondaires (anticorps anti-lapin, réf A1949, Sigma-Aldrich,
Allemagne) diluée au 1/30000™¢ dans du PBS a été réalisée sous agitation a 30 rpm sur table
d'agitation a température ambiante pendant 1h30. Pour éliminer l'exces d'anticorps secondaires, la
membrane a été rincée dans du PBS 5 fois pendant 5 min. Enfin, pour permettre la révélation, la
membrane a été incubée dans une solution de TMB (3,3',5,5'-Tetramethylbenzidine, Réf T0565,
Sigma-Aldrich) sous agitation a 30 rpm sur table d'agitation a température ambiante pendant 15 a

30 min a 'obscurité.
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L'analyse chromatographique du pool actif récupéré apreés séparation du surnageant de
culture de LAB par chromatographie d'exclusion stérique (voir 5.3.1) a été réalisée en utilisant une
colonne C4 Grade Vydac 214TP53 (reversed-phase column) (250 mm * 3,2 mm). L'échantillon a
une concentration 10 mg.mL" a été injecté a un volume de 100 pL. L'élution a été réalisée par la
phase mobile composée de 0,1 % (v/v) d'acide trifluoroacétique (TFA) dans un mélange d'eau et

d'acétonitrile. Le gradient a été programmé comme présenté dans le Tableau 2.6.

Tableau 2.6 Gradient utilisé pour la séparation du pool 3 par HPLC.

Temps (min) Acétonitrile H0
- 0 100
40 40 60

45 0 100
50 0 100

Le débit a été maintenu a 0,60 mL.min"!. La détection a été réalisée en UV a 215 nm. Les données
ont été acquises avec le logiciel Empower Chromatography Data Software (Waters Corporation,
Milford, Massachusetts, Etats-Unis). Chaque pic a été récupéré puis l'acétonitrile a été éliminé par
centrifugation/évaporation sous vide (chauffage medium) (Speed Vaccum concentration-Rotor
evaporation, Savant, Thermoscientific, Waltham, Massachusetts, Etats-Unis).

Les analyses en spectrométrie de masse ont été réalisées par le laboratoire Probiogem selon une

méthode similaire a celle présentée dans l'article Hamley et al. (2013).

2.8 Analyses statistiques

Les analyses statistiques de données ont été réalisées au travers d'une analyse de la variance
(Anova) avec XLSTAT (Version XLSTAT 2010). Les différences statistiques ont été¢ évaluées par
une analyse Anova a un facteur et un test de Tukey de comparaison multiple. Dans tous les cas,
p < 0,05 a été considéré comme indiquant une différence significative. Sur chaque figure et chaque

tableau, chaque lettre indique un groupe statistiquement homogeéne.
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caractérisation des métabolites antimicrobiens produits par les

principales souches sélectionnées

Ce chapitre présente les travaux menés pour sélectionner les souches de bactéries lactiques
bioprotectrices, pour optimiser les conditions environnementales dans le but de maximiser leur
activité, et pour caractériser les métabolites actifs produits par les souches sélectionnées.

La premiere partie de ce chapitre sera consacrée a la sélection des souches de LAB bioprotectrices
parmi la collection disponible au laboratoire BioDyMIA et les souches fournies par le partenaire
du projet Actalia. Cette sélection a été réalisée d'apres l'activité des surnageants de culture et des
cultures entieres sur trois souches de Listeria en milieu gélosé. Pour certaines des souches
sélectionnées, des essais d'optimisation de la production des agents antimicrobiens ont été menés
en supplémentant le milieu de culture en lactose ou par auto-induction en utilisant des quantités de
nisine non létales.

Dans une seconde partie, la caractérisation des métabolites antimicrobiens des souches de LAB
bioprotectrices sélectionnées sera présentée. Une preé-caractérisation a été réalisée afin de
determiner la nature des agents actifs pour deux souches de Lactobacillus paracasei. Pour une
souche de Lactococcus lactis, l'identification a été conduite jusqu'a la détermination des masses

molaires des peptides antimicrobiens.
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3.1 Activité antimicrobienne des LAB vis-a-vis des souches cibles

de Listeria

Ces travaux préliminaires ont consisté a observer les parameétres « simples» pouvant
influencer la réponse antimicrobienne : température de croissance de la souche de LAB
bioprotectrice et temps de prélevement du surnageant au cours de la culture. Les investigations ont
¢été menées en condition d'anaérobiose pour deux raisons. La premicre s'appuie sur les travaux de
Moares et al., en 2010, qui ont montré que les LAB produisaient plus de bactériocines ou de
substances s'apparentant & des bactériocines en condition d'anaérobiose. La seconde se fonde sur le
fait que les cellules vont étre par la suite confinées dans des matrices polymériques avec des

conditions plus proches de 1'anaérobie.

3.1.1.1 Influence de la température d'incubation sur [lactivité

antimicrobienne

Cette ¢tude a été menée sur deux souches de Lactococcus lactis : ATCC 11454 et LAB3.
Lactococcus lactis ATCC 11454 (Lact ATCC) a ¢été choisie comme référence. En effet, elle est
homofermentaire et reconnue comme souche productrice de nisine A (Papagianni et al., 2007). Elle
a été utilisée dans de nombreux travaux en biotechnologie pour optimiser la production de nisine
(Meghrous et al., 1992 ; Li et al., 2002 ; Jozala et al., 2005 ; Liu et al., 2005 ; Papagianni ef al.,
2007, De Arauz et al., 2009). Tres bien caractéris€ée également au niveau génétique (Steen et al.,
1991), certains I'ont aussi utilisée en tant que culture protectrice (Wessels et Huss, 1996) et en tant
que microorganisme immobilisé dans des billes d'alginate/lactosérum pour combattre une sélection
de souches (Escherichia coli, Salmonella Typhi, Staphylococcus aureus, Kocuria varians, ...)
(Millette et al., 2004).

Pour déterminer la meilleure condition de température pour la production d'actifs antimicrobiens
par ces deux souches de Lactococcus lactis, leurs surnageants récoltés lors de cultures a différentes
températures ont été testés sur trois souches de Listeria et une souche sensible a la nisine A,

Kocuria rhizophila ATCC 9341 (Mota-Meira et al., 2000 ; Tang et Gillevet, 2003) (Tableau 3.1).
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Tableau 3.1 Activité antimicrobienne de surnageants de culture natifs ou neutralisés récoltés dans
différentes conditions de température.

Souches cibles
L. monocytogenes L. innocua L. innocua K. rhizophila
S162 LRGIAO1 ATCC 33090 ATCC 9341
Souches de LAB T(°C)| pH S SN S SN S SN S SN
Lactococcus lactis 37 |48 - - - - - - - -
ATCC 11454
(Lact ATCC) 30 | 4,7 + - + - + - + -
25 |45 + g ++ g ++ = ++ ++
Laxctoccocus lactis 37 39 +++ ++ +++ +++ ++ ++ - -
LAB3
30 |40 +++ +++ +++ | ++ ++ - -
20 | 44| +++ + -+ ++ ++ + - -

S : Surnageant de culture ; SN : Surnageant neutralisé.
- : aucune zone ; + : zone avec un diameétre (@) <Smm ; ++:5mm <@ <10 mm ; +++: @ > 10 mm
Conditions de culture des souches de LAB pour la récupération des surnageants a 24h : milieu MRS, anaérobiose.

La gélose TSA a été inoculée avec les souches de Listeria ou Kocuria 2 107 UFC.mL™!.

Concernant l'activité antimicrobienne de Lact ATCC, le maximum est atteint pour un
surnageant de culture a 25°C sur les 4 souches cibles utilisées. Kocuria rhizophila ATCC 9341 est la
souche la plus sensible. Sa croissance est inhibée a la fois par le surnageant de culture non
neutralisé et le surnageant de culture neutralisé, alors que les souches de Listeria ne sont sensibles
qu'au surnageant de culture non neutralisé. Cependant, pour une souche reconnue productrice de
nisine, l'activité reste faible surtout sur les souches de Listeria. Cet effet a déja été rapporté par
Harris et al., 1989, qui ont démontré un effet bactéricide de cette souche Lact ATCC sur des souches
de Listeria monocytogenes et innocua (dont ATCC 33090) par un test sur milieu gélosé, mais ces
activités n'ont pas été retrouvées en utilisant seulement les surnageants sans cellules, ce qui est le
cas de notre étude. De plus, I'identification de l'activité antagoniste a été réalisée par la méthode de
diffusion en puits sur milieu gélosé qui est basée sur la diffusion des substances antimicrobiennes
dans la gélose. Plusieurs auteurs ont relaté les limites de cette méthode et notamment sa sensibilité :
une concentration suffisante en antimicrobiens est nécessaire pour observer un halo d'inhibition sur
la culture cible (Van de Guchte et al., 2001 ; Millette et al., 2004 ; Moraes et al., 2010). Concernant
spécifiquement la nisine, Chandrapati et O'Sullivan, en 1998, ont mis en avant une diffusion
contrariée qui serait due notamment a la nature hydrophobe du peptide mature. Néanmoins, cette
méthode a été la plus appropriée pour ce projet du fait de l'application recherchée qui est la
protection de surface. La gélose a donc permis de simuler cette surface a protéger.

Les surnageants de LAB3 démontrent quant a eux une activité maximale pour une culture a
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30°C. La souche de Kocuria rhizophila ATCC 9341 (souche sensible a la nisine A) n'est pas
sensible a ces surnageants quelle que soit la température. La nisine A ne semblerait donc pas étre
produite par la souche LAB3. A notre connaissance, le potentiel antimicrobien de cette souche
commerciale n'a pas fait I'objet de publication. D'une part, Champagne et al., en 2009, 1'ont utilisée
comme culture starter pour la production de saveurs dans la fabrication de fromage de type Cheddar
et, d'autre part, Lamboley et al., 1997, ont étudi¢ son immobilisation dans des bioréacteurs pour
produire des cultures starter mixtes. Les conditions optimales de température pour la production
d'antimicrobiens sont en effet généralement différentes des conditions optimales de croissance. Les
productions maximales de bactériocines de la part des LAB sont plutdt observées pour des
températures comprises entre 25 et 30°C (Enan et al., 1996 ; Matsusaki et al., 1996 ; Todorov et al.,
2011) alors que les températures optimales de croissance sont plus de l'ordre de 30 a 37°C.
S'appuyant a la fois sur ces premiers résultats et la littérature, la température choisie de 30°C a été

choisie pour la suite.

3.1.1.2 Activité antimicrobienne des surnageants de culture en fonction du

temps de prélévements au cours de la culture

Les surnageants de LAB3 (natifs et neutralisés) ont ét¢ testés vis-a-vis de deux souches de
Listeria en fonction du temps de culture de LAB3 auquel ils ont été récupérés : P1-7h, milieu de
phase exponentielle ; P2-9h, fin de phase exponentielle ; P3-24h, phase stationnaire. Les zones
d'inhibition (Zi exprimées en mm) augmentent avec le temps de culture auquel les surnageants de
culture ont été¢ prélevés. Le maximum d'activité anti-Listeria pour le taux de Listeria testé est

obtenu en phase stationnaire (Figure 3.1).
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(i) Souche cible : Listeria innocua LRGIADL (ii) Souche cible : Listeria monocytogenes 5162

18 4 18

WSurnageant filtré | msurnageant filtre

ESurnageant neutralisé filtré a a | @Surnageant neutralisé filtre
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Figure 3.1 Activité antimicrobienne (diamétres des zones d'inhibition) des surnageants de culture
de Lactococcus lactis LAB3 a 30°C en anaérobiose dans MRSp contre deux souches de
Listeria (L. innocua LRGIAO1 et L. monocytogenes S162) en milieu gélosé par la
méthode de diffusion en puits (n=3).

Ces surnageants ont été récoltés a 3 temps différents : P1-7h, pH = 4,9 ; P2-9h, pH = 4,4 ; P3-24h, pH 4,0.

La gélose TSA a été inoculée avec les souches de Listeria a 107 UFC.mL™!.

Sur chaque graphique, chaque lettre indique un groupe statistique homogéne selon le test statistique Anova (p < 0,05).

Figure 3.2 Illustration du graphique (ii) de la figure 3.1. : Activité antimicrobienne des surnageants
de culture de Lactococcus lactis LAB3 a 30°C en anaérobiose dans MRSb contre L.
monocytogenes S162 en milieu gélosé par la méthode de diffusion en puits.

Ces surnageants ont été récoltés a 3 temps différents : P1-7h, pH = 4,9 ; P2-9h, pH = 4,4 ; P3-24h, pH 4,0.

La gélose TSA a été inoculée avec les Listeria a 10’ UFC.mL"!.

C, controle MRShb seul.

La solution de nisine a été préparée a partir de Nisaplin (Danisco, Danemark) (40 pL d’une solution a 5000 ULmL"! ont
été déposés par puits).

La meilleure activité est détectée a la fin de la culture (24h). D'autres auteurs ont observé le
méme phénomene et cela pourrait s'expliquer par une accumulation dans le surnageant des
composés antimicrobiens au cours de la croissance jusqu'a atteindre le maximum (Van de Guchte et

al., 2001; Trias et al., 2008). Bendali et al., en 2008, ont précisé qu'une souche de Lactobacillus
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paracasei subsp. paracasei produit en début de phase exponentielle environ 20 ULmL-! de
bactériocine et cette concentration atteint un maximum de 320 ULmL-' en début de phase
stationnaire.

Aprées neutralisation des surnageants de culture (pH normalisé¢ a 7), l'effet des surnageants sur les
souches de Listeria est modific¢. En milieu de phase exponentielle (P1:7h), l'activité
antimicrobienne apres neutralisation est réduite d'environ 50 %. Pour la suite de la croissance, il

semblerait que d'autres molécules antimicrobiennes soient produites masquant I'effet du pH.

L. innocua et L. monocytogenes ont des propriétés physiologiques identiques a la différence
que la premiere espece n'est pas pathogene (Ammor et al., 2006). Dans notre cas, les deux souches
de Listeria ont montré des sensibilités et une réponse aux agents antimicrobiens de LAB3 quelque
peu différentes (Figure 3.1) :

. pour L. innocua LRGIAO]1, les résultats a 7, 9, 24h (temps de culture de LAB3 lors du
prélevement des surnageants) forment trois groupes de données statistiquement différents
(» <0.05);

. pour L. monocytogenes S162, les activités antimicrobiennes des échantillons récupérés a Sh et
a 24h sont semblables (p = 0,887).

L. monocytogenes S162 est plus sensible que L. innocua LRGIAO1 aux composés actifs collectés
(surnageant de culture filtré) a 7h et Sh, alors que L. innocua LRGIAO1 est plus sensible que
L. monocytogenes S162 aux agents antimicrobiens présents dans les surnageants (non neutralisé et
neutralisés) récupérés a 24h. Certains travaux rapportent une sensibilité plus importante pour
L. monocytogenes a certains composés antimicrobiens par rapport a L. innocua. 1l y a aussi des
différences de sensibilit¢ d'une souche de L. innocua a une autre et d'une souche de
L. monocytogenes a une autre (Con et al., 2001; Mataragas et al., 2003). En 2001, Con et al., ont
comparé la sensibilité de 9 souches de L. monocytogenes et de 7 souches de L. innocua vis-a-vis de
surnageants de culture de 6 souches de LAB productrices de bactériocines. Méme si les souches de
L. monocytogenes sembleraient étre plus sensibles, il est difficile d'avoir des tendances nettes méme
sur une €tude avec un grand nombre de souches. Mataragas et al., en 2003, ont testé I'effet des
extraits de culture de deux souches de LAB sur 15 souches de Listeria (6 L. innocua et 9
L. monocytogenes). Pour la souche Lactobacillus curvatus 1442, les souches L. monocytogenes

sembleraient plus sensibles par rapport aux souches de L. innocua alors que pour la souche de
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Leuconostoc mesenteroides 1124, 1l est difficile de conclure. Par ailleurs, pour chaque composé
antimicrobien, l'inhibition dépend du microorganisme cible (Richard, 1996 ; Ramos et al., 2012) et
il est difficile de comparer une étude a une autre du fait de la différence des méthodes et des
conditions expérimentales (gamme de concentration, température, pH, milieu de -culture,

concentration de la population de la souche cible, état physiologique) (Ramos et al., 2012).

Dans la présente étude, aprés neutralisation, l'activité antimicrobienne des surnageants
collectés a 9h et 24h est préservée ou méme augmentée (Figure 3.1). Par exemple, le surnageant
prélevé a Sh de croissance et neutralisé a donné une zone d'inhibition vis-a-vis de L. innocua
LRGIAO1 de 13,00 £ 0,60 mm alors que la zone avec le surnageant natif est de 11,30 + 0,60 mm.
Cela indiquerait que d'autres métabolites que les acides organiques sont responsables de cette
activité. En effet, les acides organiques peuvent traverser la membrane de la cellule cible
uniquement sous leur forme non dissociée (a un pH inférieur a leur pKa). Les valeurs de pKa des
acides communément produits par les LAB sont inférieures a 5,0 (De Muynck et al., 2004). Les
souches de Lactococcus lactis produisent principalement de I'acide lactique qui a un pKa de 3,8.
Donc en ajustant les valeurs de pH des surnageants a 7,0, cela devrait exclure l'activité
antimicrobienne due aux acides organiques.

De plus, dans notre cas, les agents antimicrobiens autres que les acides organiques ne sont pas

inactivés avec le changement de pH (Figure 3.3).
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Figure 3.3 Activité anti-Listeria (diamétres des zones d'inhibition) du surnageant de LAB3 récolté
apres 24h de culture dans MRS en anaérobiose en fonction du pH par la méthode de
diffusion en puits sur milieu gélosé (n=3).
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Le surnageant de culture de LAB3 a 24h a ét¢ ajusté a différents pH et testé sur les trois souches de
Listeria. Le surnageant est actif quel que soit le pH sur les trois souches mais les diameétres des
zones subissent quand méme des variations de 5 mm a presque 13 mm. Les deux souches
L. innocua LRGIAO1 et L. monocytogenes S162 restent les plus sensibles par rapport & L. innocua
ATCC 33090. a pH = 5 et pH = 6, l'activité est maximale contre les souches L. innocua LRGIAO1 et
L. monocytogenes S162. Celle-ci chute ensuite jusqu'a pH = 10. Listeria monocytogenes S162 est la
souche la moins sensible & pH = 10. Pour la souche L. innocua ATCC 33090, les diamétres des
zones sont stables entre pH=2 et pH=6 puis comme pour les autres souches, l'activité
antimicrobienne du surnageant diminue jusqu'a atteindre une activit¢ minimale a pH = 10. Aux pH
ou l'activité est maximale, une action synergique de l'acide lactique et des autres molécules
antimicrobiennes peut étre envisagée. L'acide lactique agit comme perméabilisant de la membrane
des souches cibles permettant la pénétration des autres molécules antimicrobiennes (Zhang et al.,
2010).
De plus, chaque molécule antimicrobienne, et notamment les bactériocines, a également une gamme
de pH dans laquelle son activité est maximale. Dans la littérature, trois cas différents ont été
eXposes :
* Jactivit¢ de la bactériocine UO004 produite par Lactobacillus paracasei subsp. lactis
UO004 est stable entre pH = 3 et pH = 10 (Boris et al., 2001) ;
* l'activité de la lacticine Z produite par Lactococcus lactis QU14 est sensible aux pH acides
compris entre 2,0 et 6,0 (Iwatani et al., 2007) ;
* l'activité de la bactériocine WNC 20 produite par la souche Lactococcus lactis WNC 20 perd
la moitié de son activité a pH = 8,0 et les trois-quarts de son activité a pH =9,0 et 10,0
(Noonpakdee et al., 2003).
Dans notre cas, l'activité du surnageant de culture de Lactococcus lactis LAB3 est globalement
stable entre pH =2 et pH =8 dépendant a la fois des acides organiques et sans doute, d'autres
molécules antimicrobiennes (bactériocines, peroxydes).
En plus de l'activité inhibitrice des métabolites antimicrobiens présents dans le surnageants de
culture et actifs aux différents pH, un second phénomeéne est a prendre en compte : la sensibilité des
souches de Listeria au pH. Listeria monocytogenes et innocua se développent dans une large
gamme de pH : de 4,5 a 9,2 (Miller et al,, 2009). La stabilit¢ du diametre des zones d'inhibition
notées entre pH = 4 et pH = 2 peut donc également étre dii a un effet pH indépendamment de

l'activité des actifs contenus dans le surnageant.
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Apres ces premieres considérations sur un nombre de souches de LAB limité qui ont permis
de fixer la température d'incubation et d'observer la sensibilité des différentes souches cibles

utilisées, I'ensemble de la collection de souches de LAB a ét¢ testé pour son activité anti-Listeria.

L'objectif de ces tests préliminaires a ét¢ d'évaluer le potentiel bioprotecteur des 19 souches
de LAB disponibles vis-a-vis de trois souches de Listeria : Listeria innocua LRGIAO1, L. innocua
ATCC 33090 et L. monocytogenes S162. Cette évaluation préliminaire a permis de mener a une
premiere sélection des souches de LAB bioprotectrices d'intérét pour 'application en milieu confiné

dans les matrices.
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Tableau 3.2 Activité anti-Listeria innocua LRGIAO1, ATCC 33090 et monocytogenes S162
(diametres des zones d'inhibition) des surnageants de culture (neutralisés (SN) ou non
(S)) et des cultures entieres (C) de 19 LAB par la méthode de diffusion en puits en
milieu gélosé.

Contre Contre Contre
L. innocua ATCC 33090 | L. innocua LRGIAO1 | L. monocytogenes S162

Souches de LAB

Lactobacillus fermentum S1

Lactobacillus fermentum S6
Lactobacillus delbrueckii S2
Lactobacillus delbrueckii S4
Lactobacillus delbrueckii S7
Lactobacillus delbrueckii S8
Lactobacillus delbrueckii S9
Lactobacillus delbrueckii S11
Lactobacillus delbrueckii S12

Lactobacillus paracasei S3

Lactobacillus paracasei S5

Lactobacillus crispatus S10

Lactobacillus curvatus S13

Enterococcus faecalis S14
(TSB)

Enterococcus faecalis S14
(MRS)

Lactobacillus paracasei LAB1

Lactobacillus paracasei LAB2

Lactococcus lactis LAB3

Lactococcus lactis LAB4

Lactococcus lactis ATCC 11454

- :aucune zone ; + : zone avec un diameétre (@) <Smm ; ++:5mm <@ <10 mm ; +++: @ > 10 mm.

ND : Non déterminé
Conditions de culture des souches de LAB pour la récupération des surnageants a 24h : milieu MRS (ou TSB pour la

souche S14), anaérobiose, 30°C (25°C pour Lactococcus lactis ATCC 11454).
La gélose TSA a été inoculée avec les souches de Listeria a 107 UFC.mL!.

Le temps de prélevements des surnageants qui a été retenu correspond a la fin de la phase
exponentielle voire le début de la phase stationnaire (24h). Ce choix a été justifié par la littérature et
vérifié dans des travaux préliminaires (voir 3.1.1.2) de tests d'activité de surnageants prélevés tout

au long de la culture.
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L'effet inhibiteur des surnageants d'une grande partie des souches (S1, S6, S2, S4, S7, S8, S9, S11,
S12, S3, S5, S10, S13, S15, LAB4) est faible voire méme totalement absent (Tableau 3.2).
Diftférentes hypothéses peuvent étre proposées :

* les souches testées sembleraient ne pas étre productrices d'agents anti-Listeria actifs contre
les trois souches cibles retenues ;

* les conditions de culture des LAB ne seraient pas les conditions optimales pour maximiser
la production d'agents antimicrobiens ;

* la quantité¢ d'agent(s) anti-Listeria serait trop faible pour étre détectée par la méthode des
puits vis-a-vis de la sensibilité des trois souches cibles ;

* le ou les agent(s) anti-Listeria n'auraient pas d'effet sur ces trois souches ;

* le ou les agent(s) anti-Listeria ne diffusent pas dans le milieu gélosé ;

* si des bactériocines sont produites par les LAB, celles-ci pourraient étre dégradées par les
protéases produites par la bactérie productrice (Savijoki et al., 2006) ou étre adsorbées a sa
surface, ce qui menerait a une baisse de concentration de bactériocines dans le milieu de
culture.

Par contre pour ces mémes souches, une faible inhibition (diametre d'inhibition inférieur a 5 mm)
apparait lorsque le test est réalisé en présence des cellules. C'est le cas, par exemple, pour les
souches S8 et S9 contre les trois souches cibles. Cela pourrait étre expliqué par le phénoméne de
compétition nutritionnelle et pour 1'espace entre les cellules de LAB et celles des souches cibles, ou
bien par le fait que les agents antimicrobiens pourraient €tre adsorbés sur les membranes cellulaires
des souches productrices (Yang et al., 1992 ; Yildirim ef al., 2002). Le pH est un facteur important
dans ce cas, puisque l'agrégation, l'adsorption des bactériocines sur la membrane ou encore la
dégradation protéolytique sont des phénomenes qui dépendent du pH et qui affectent l'activité des
bactériocines (Sharma et al., 2010). En général, lorsque les cellules productrices présentent a leur
surface des récepteurs de leur bactériocine, entre 93 et 100 % de molécules de bactériocines peuvent
étre adsorbées a des pH proches de 6,0 et le taux d'adsorption le plus bas (< 5 %) est obtenu pour
des pH entre 1,5 et 2,0 (Yang et al., 1992). Les bactériocines adhérent le plus souvent aux cellules a
Gram-positif qui peuvent étre les cellules productrices mais aussi les cellules cibles (Yang et al.,
1992 ; Yildirim et al., 2002). Néanmoins de nombreuses bactériocines n'adhérant pas a la membrane

de leurs cellules productrices ont également été décrites (Powell et al., 2007 ; Liu et al., 2008 ;

Todorov et al., 2011 ; Pringsulaka et al., 2012).
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En revanche, d'autres souches développent une activité anti-Listeria remarquable. Pour les
souches LAB1, LAB2, LAB3, les diamétres d'inhibition mesurés apres diffusion des surnageants ou
des cultures enticres sont supérieurs a 10 mm.

La neutralisation permet d'obtenir une premiére information sur la nature de 'activité anti-Listeria,
a savoir si celle-ci est due en partie ou non a la production d'acides organiques engendrant une
diminution du pH. En effet, le surnageant de S11 perd son activité contre L. innocua LRGIAOI
aprés neutralisation. Cet effet inhibiteur serait di en majeure partie a la production d'acides
organiques et donc au pH acide (proche de 4) du surnageant en fin de culture. Outre la diminution
du pH, l'effet antagoniste des acides organiques résulte de l'action de leur forme dissociée. En effet,
la forme non dissociée de l'acide peut traverser passivement la membrane et acidifier le cytoplasme
par libération du proton, ce qui inhibe certaines fonctions du métabolisme cellulaire (Klaenhammer,

1993 ; Hsiao et Siebert, 1999 ; Caplice et Fitzgerald, 1999).

Il est intéressant de remarquer que la sensibilité des trois souches de Listeria différe. Par
exemple, S14 inhibe la souche de L. innocua LRGIAO1 et n'inhibe pas la souche L. innocua
ATCC 33090 a partir des surnageants obtenus sur les deux milieux de culture. En revanche, les
souches L. innocua LRGIAO1 et L. monocytogenes S162 ont une sensibilité similaire si la culture
est réalisée en milieu MRS. Cela permet par la suite de privilégier, lors des premicres mises au point
des protocoles, la souche L. innocua LRGIAO1 du fait des conditions d'expérimentation moins
contraignantes ne nécessitant pas de travail en laboratoire de niveau de sécurité microbiologique P2.

Ces différences de sensibilité se retrouvent aussi vis-a-vis de la nisine (Figure 3.4).

127



CHAPITRE 3 : Sélection des souches de LAB d'intérét et caractérisation des métabolites antimicrobiens produits par
les principales souches sélectionnées

16 -

14 -
12
30—
E 8-
E ¢
g
4 =
1 )
0 T T T
] ) ] ) £ 2 D 5] )
kN ) o ) L8] %) o 5
O A R L R
Concentration en nisine (UL.mL1)
—— L. innocuag LRGIADI —x— L. monocytogenes 5162

-=8== | innocua ATCC33030 —a— K, rhizophilo ATCC3341

Figure 3.4 Diamétres des zones d'inhibition relevées lors de l'action de la nisine préparée a
différentes concentrations sur Listeria innocua LRGIAO1, innocua ATCC 33090 et
monocytogenes S162, et Kocuria rhizophila ATCC 9341 par la méthode de diffusion en
puits en milieu gélosé (n=3).

Les solutions de nisine ont été préparées a partir de Nisaplin (Danisco, Danemark). Les puits ont été remplis avec 40 uLL
de ces solutions.

La gélose TSA a été inoculée avec les souches de Listeria ou Kocuria a 107 UFC.mL"!,

Pour des concentrations en nisine inférieures a 5 000 UL mL!, L. innocua LRGIAO1 est la souche
de Listeria la plus sensible alors qu'a des concentrations supérieures a 5000 UL mL, les
sensibilités des trois souches de Listeria sont similaires. La sensibilit¢ des souches de Listeria spp.
vis-a-vis de la nisine est donc souche dépendante tout comme leur sensibilité aux surnageants de
culture des souches de bactéries lactiques. Razavi Rohani et al, en 2011, ont déterminé la
concentration minimale inhibitrice (CMI) en nisine pour la souche de Listeria monocytogenes
ATCC 19118 a 12,5 UL.mL-!. Cette valeur est en accord avec d'autres travaux comme Murdock et
al. (2007) qui ont déterminé une CMI a 25 UL.mL-! pour la souche L. monocytogenes Scott A.
Néanmoins d'autres équipes ont reporté des valeurs beaucoup plus élevées (Thomas et Wimpenny,
1996 ; Ukuku et Shelef, 1997). Ces résultats peuvent étre dus aux souches bactériennes utilisées et
aux milieux. Par exemple, Benkerroum et Sandine (1988) ont déterminé la CMI en nisine pour 9
souches de L. monocytogenes. L'ensemble des souches testées ont été variablement sensibles et les
différentes valeurs de CMI obtenues se sont réparties de 740 a 10° UL mL! sur une gélose trypticase
soja et de 1,85 a 10° UL mL-! sur une gélose MRS. Ces valeurs élevées obtenues dans le cas de
l'utilisation de la gélose trypticase soja pourraient étre dues a la forte concentration en ions bivalents

dans ce milieu accentuant la résistance des souches de Listeria (Murdock et al., 2007).
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La sensibilité de la souche K. rhizophila ATCC 9341 est similaire a celle de L. innocua LRGIAO1
pour une concentration en nisine inférieure a 1250 UL mL-!'. Au-dela, la souche de Kocuria est

beaucoup plus sensible a la nisine que les souches de Listeria spp.

Selon I'importance des zones d'inhibition obtenues pour les surnageants de culture sur les
souches de Listeria, un choix a ¢été effectué pour la sélection des souches de bactéries lactiques les
plus performantes : Lactobacillus paracasei LAB1 et LAB2, Lactococcus lactis LAB3,
Enterococcus faecalis S14 (cultivée dans du MRS). L'efficacité antimicrobienne de trois de ces
souches (LAB1, LAB2, LAB3) a ¢té ensuite ¢valuée en confinant les cellules dans des matrices
d'alginate, de caséinate et d'alginate-caséinate non gélifiées puis gélifiées. Afin de disposer des
premieres données sur la nature les actifs antimicrobiens, une pré-caractérisation des actifs
antimicrobiens des deux souches de Lactobacillus paracasei (LAB1 et LAB2) et de la souche de
Lactococcus lactis LAB3 a été réalisée. De plus, une caractérisation plus large a été menée pour la
souche LAB3 qui est une souche de Lactococcus lactis, susceptible d'étre productrice de nisine. Ces
données pourront étre par la suite une aide a l'interprétation des phénomenes observés lors du

confinement des bactéries dans les matrices polymériques.

3.2 Pré-caractérisation des métabolites antimicrobiens

responsables de l'activité de Lactobacillus paracasei 1LAB1 et LAB2

Les surnageants de culture des souches de Lactobacillus paracasei LAB1 et LAB2 ont été
testés suivant la méthode de diffusion en puits afin de déterminer la part de 1’activité anti-Listeria
attribuée (i) a I’effet du pH, (ii) a des composés de nature peptidique, et/ou (iii) & des composés
thermostables. Pour réaliser les différents traitements (neutralisation, traitements par des enzymes
protéolytiques, traitements thermiques), le prélevement des surnageants de culture a eu lieu en
phase stationnaire aprés 24h de culture en anaérobiose dans du milieu MRS. Ce choix est justifié
d’aprés la littérature et vérifié dans les travaux préliminaires similaires a ceux exposés au
paragraphe 3.1.1.2 pour la souche LAB3. En effet, les surnageants les plus efficaces au niveau
antimicrobien sont ceux prélevés en fin de phase exponentielle voire en phase stationnaire. Cela
s’explique par une production d’agents antimicrobiens au cours de la croissance, dont la

concentration dans le milieu de plus en plus importante induirait une activité antimicrobienne
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croissante. Bendali et al. (2008) ont montré que leur souche de Lactobacillus paracasei subsp.
paracasei ST242BZ produisait au maximum 12 800 AU.mL"! dans MRS a 30°C. Cette
concentration était atteinte aprés 15h de culture et stable pendant 10h.

La Figure 3.5 présente les tests anti-Listeria innocua LRGIAO1 et ATCC 33090 des surnageants
traités de culture de LAB1 et LAB2.

Les valeurs initiales de pH des surnageants de culture des souches de Lactobacillus
paracasei LAB1 et LAB2 sont proches de 4. Aprés neutralisation, c'est-a-dire I'élimination de I'effet
pH, les activités anti-Listeria des surnageants des deux souches sont maintenues a plus de 90 %.
L'effet pH n'est donc pas l'effet antimicrobien prédominant pour ces deux souches dans les
conditions de culture utilisées (30°C, anaérobiose, milieu MRSy). Les surnageants neutralisés ont
¢été par la suite traités par des enzymes ou par voie thermique pour étudier le réle des peroxydes, la

nature protéique et la thermostabilité des actifs antimicrobiens.

Le traitement des surnageants de culture neutralisés des souches de Lactobacillus paracasei
LABI et LAB2 par la catalase n’a pas modifié l'action des deux souches sur Listeria innocua
LRGIAO1 et ATCC33090. Ainsi les peroxydes ne sont pas responsables de cet effet inhibiteur. Il est
possible que les quantités de peroxydes mises en jeu ne soient pas suffisantes pour obtenir des
différences significatives du fait de la sensibilit¢ de la méthode utilisée. Les conditions de culture
jouent aussi un réle dans la production de peroxydes et Con ef al., en 2001, ont indiqué que les
conditions d'anaérobiose lors de la croissance inhibent la production de peroxydes. D'autres équipes
qui ont cherché a identifier des bactériocines produites par des souches de Lactobacillus paracasei
ont noté une activité antimicrobienne inchangée aprés traitement a la catalase (Todorov et Dicks,

2006 ; Pei et al., 2013).
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Figure 3.5 Activité anti-Listeria innocua LRGIAO1 et ATCC 33090 (diamétres des zones
d'inhibition) du surnageant de culture des souches de Lactobacillus paracasei LABI et
LAB2 natif, neutralisé, traité¢ avec des enzymes protéolytiques et traité thermiquement
en milieu gélosé par la méthode de diffusion en puits (n=3).

* aucune zone d'inhibition observée

La gélose TSA a été inoculée avec les souches de Listeria 2 107 UFC.mL™".
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Les surnageants neutralisés des souches de Lactobacillus paracasei LAB1 et LAB2 ont subi
des traitements enzymatiques avec les enzymes suivantes : une protéase produite par Aspergillus
oryzae, la trypsine et I’a-chymotrypsine. Si I’agent antimicrobien est une bactériocine, un traitement
avec ces enzymes protéolytiques devrait dégrader la substance antimicrobienne et éliminer 1’effet
inhibiteur du surnageant.

L’absence d’un effet anti-LRGIAO1 et anti-ATCC33090 des surnageants de culture de LABI1 ainsi
traités nous permet de conclure que la nature de I’agent antimicrobien est protéique. Cet ou ces
agent(s) antimicrobien(s) de nature protéique sont sensibles aux trois enzymes protéolytiques
utilisées. Contrairement a LABI, une activité inhibitrice des surnageants de LAB2 traités a la
protéase produite par Aspergillus oryzae a été observée. Les agents antimicrobiens produits par
LAB2 ne semblent donc pas étre sensibles a la protéase mais ils sont sensibles a la trypsine et a-
chymotrypsine. Les souches LAB1 et LAB2 produisent donc des agents antimicrobiens ayant des
caractéristiques différentes. Pei et al., 2013, évoquent en effet que des différences existent parmi les
bactériocines identifiées produites par des souches de Lactobacillus paracasei : elles ne sont pas
produites dans les mémes conditions environnementales et elles ont des caractéristiques différentes.
Cela montre que la production de bactérocines similaires n'est pas nécessairement limitée a un

genre, une espece spécifique ou a des microorganismes partageant un environnement spécifique.

Les surnageants neutralisés ont subi des traitements thermiques a différentes températures
(40°C, 65°C, 100°C) pendant une heure afin de déterminer si les substances antimicrobiennes
présentes sont thermorésistantes ou non. Les traitements thermiques a 100°C ont totalement détruit
le pouvoir inhibiteur des surnageants neutralisés chez LABI et LAB2. En revanche, aprés un
traitement des surnageants a 40°C et 65°C pendant 1h, I’activité antimicrobienne est semblable a
celle des surnageants neutralisés. La stabilité thermique est une particularité des bactériocines de
faibles poids moléculaires qui serait due a la structure complexe formée par des ponts disulfures
intramoléculaires stabilisant la structure secondaire et réduisant le nombre de structures dépliées

possibles (effet entropique) (Oscariz et Pisabarro, 2001). Atanassova et al., en 2003, ont identifié
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une bactériocine produite par Lactobacillus paracasei subsp. paracasei M3. Son activité était
totalement perdue apres des traitements thermiques de 5, 10 ou 15 min a 100°C. De poids
moléculaire de 43 kDa, les auteurs 1'ont comparée a des bactériocines de classe III ou IV du fait de
sa thermolabilité. Les actifs antimicrobiens de nature protéique produits par LAB1 et LAB2,

totalement dégradés a 100°C, pourraient étre dans ce cas.

D’apres les tests sur les deux souches de Listeria innocua, certains agents antimicrobiens présents
dans les surnageants de LABI et de LAB2 peuvent donc étre considérés comme étant des
bactériocines ou des peptides de taille plus importante. Ammor et al., 2005, ont neutralisé et traité a
la catalase des surnageants de LAB, puis les ont traités thermiquement et avec des enzymes
protéolytiques. Suite aux tests réalisés, I'agent antimicrobien semble étre de nature protéique et
stable a 80°C. Les auteurs le considérent comme une bactériocine.

Le nombre de bactériocines identifiées produites par des souches de Lactobacillus paracasei reste
plus restreint que pour d'autres especes de LAB. Elles sont de divers poids moléculaires et ont des
caractéristiques qui peuvent différer notamment en ce qui concerne leur sensibilité aux traitements
thermiques. Pei et al, 2013, ont montré que la souche Lactobacillus paracasei CICC 20241 produit
une bactériocine dans MRS a 37°C qu'ils ont nommée paracine C sensible a la protéinase K, la
pepsine, 1'a-chymotrypsine, la papaine et la tryspsine ; stable a la chaleur ; de faible masse
moléculaire (5 kDa) appartenant a la classe II. Todorov et Dicks, en 2004 et 2006, ont identifié trois
souches de Lactobacillus paracasei chacune productrice d'une bactériocine : ST242BZ (~10 kDa),
ST284BZ (~10 kDa) et STI1BR (3,2 kDa). L'intérét de ces bactériocines est qu'elles sont actives

contre des souches pathogenes Gram négatif comme Escherichia coli ou Pseudomonas aeruginosa.

Pour affiner la caractérisation des composés peptidiques présents dans les surnageants de
culture des souches de Lactobacillus paracasei LAB1 et LAB2, une purification partielle des
composés actifs de nature peptidique pourrait étre menée d'apres le protocole de Jiang ef al., 2012.
Cette méthode a été suivie en premier lieu sur la troisieme souche sélectionnée, la souche de
Lactococcus lactis LAB3 (potentiellement productrice de nisine) et la caractérisation des peptides
actifs isolés par HPLC a été menée jusqu'a obtenir un poids moléculaire par un couplage HPLC-
spectrométrie de masse dans le cadre d'une collaboration avec le laboratoire Probiogem (Université

Lille 1).
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3.3 Pré-Caractérisation des métabolites antimicrobiens

responsables de l'activité de Lactococcus lactis LAB3

La souche de Lactococcus lactis LAB3 a donné des activités anti-Listeria remarquables
(voir 3.1.2). De plus, étant donné que cette espeéce est potentiellement productrice de nisine
(bactériocine la plus connue), les expérimentations de confinement ont été principalement réalisées
avec cette souche (voir Chapitre 5). Il était donc important d'essayer de comprendre les origines de

cette activité antimicrobienne.

Les produits principaux du métabolisme des bactéries lactiques sont les acides organiques
qui sont produits soit par voie homofermentaire, soit par voie hétérofermentaire. Le métabolisme du
pyruvate conduit a la formation uniquement d'acide lactique chez les homofermentaires (tel le genre
Lactococcus) tandis qu'il conduit a la formation d'acide lactique, acétique, formique, ... chez les
hétérofermentaires (tel le genre Leuconostoc) (Liu, 2003). Grace a cette production d'acides
organiques, les bactéries lactiques diminuent le pH du milieu dans lequel elles se multiplient en
inhibant la flore sensible aux pH acides. Outre la diminution du pH, l'effet antagoniste des acides
organiques résulte de I'action de leur forme non dissociée. En effet, elle peut traverser passivement
la membrane et acidifier le cytoplasme par libération du proton, ce qui affecte le métabolisme
cellulaire en inhibant certaines fonctions (Klaenhammer, 1993). Plusieurs études ont traité de 1'effet
de ces acides organiques sur la croissance de certains pathogénes telle que celle de Hsiao et Siebert
(1999) qui ont montré qu'une concentration en acide acétique de :

* 0,105 g.L! inhibait la croissance de Bacillus subtilis (pH de 5,3),

* 27,5 g.L'Vinhibait Lactobacillus plantarum,

* 1,6 g.L-'inhibait Escherichia coli.
Concernant Listeria monocytogenes, I'Organisation Mondiale pour la Santé écrit dans un rapport en
2004 que la CMI en acide lactique est compris entre 3,8 et 4,6 mmol.L-!. Najjar ef al., en 2009, ont
testé la capacité de 4 souches de L. monocytogenes (Scott A, NR30 (ATCC 700302, dérivée de Scott
A et résistante a la nisine a 30°C), 10403s, cldl (dérivée de 10403s et sensible aux basses
températures)) a se développer dans un bouillon cceur-cervelle acidifi¢ de pH = 7,0 a pH = 3,5 avec

de I'acide lactique. Aucune croissance pour l'ensemble des 4 souches n'a été observée a des valeurs
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de pH inférieures ou égales a 5,0. Ils ont donc établi que la valeur de pH = 5,5 était la plus faible
valeur de pH pour laquelle leur 4 souches de L. monocytogenes restaient viables en utilisant 1'acide
lactique comme agent acidifiant.

La production d'acide lactique a donc été étudiée pour la souche de LAB bioprotectrice

d'intérét LAB3 au cours d'une culture a 30°C en milieu MRS en anaérobiose (Figure 3.6).
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Figure 3.6 Courbe de croissance et de production d'acide lactique (formes D et L) de la souche
LAB3 dans MRS a 30°C en anaérobiose (n=3).

Les valeurs inscrites au-dessus des points sont les valeurs de pH des surnageants.

La production d'acide lactique suit la croissance de LAB3. Cette souche de Lactococcus lactis
LAB3 produit un mélange d'acide lactique de la forme L et d'acide lactique de forme D. Néanmoins,
la forme D est majoritaire. En fin de culture, la concentration maximale atteinte est d'environ
13 gL' (total formes D et L). La forme d'acide lactique produite dépend des conditions de
fermentation (température, pH, nutriments, mode de culture) de la bactérie homofermentaire.
Généralement, les LAB synthétisent un mélange de la forme D et L (Shi et al., 2012). Néanmoins,
les souches de Lactococcus lactis sont connues pour produire préférentiellement la forme L
(Hartmann et al., 2011). Dans un milieu contenant de 1'extrait de levure et du glucose, a 30°C avec

5 % de CO; dans I'atmosphére, la souche de Lactococcus lactis IDE0290 produit 66 g.L-' de forme
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L et une quantité inférieure a 3 g.L-! de forme D (Hartmann ef al., 2011). Trés peu de souches ont
¢été identifiées comme produisant uniquement la forme D ou presque : Lactobacillus delbrueckii
LD0025 et LD0028, Lactobacillus coryniformis subsp. torquens ATCC 25600 et Lactococcus lactis
NCIM 2368 (Tashiro et al., 2011).

D'apres les tests réalisés précédemment par diffusion en puits en milieu gélosé, l'activité
anti-Listeria de LAB3, aprés neutralisation du surnageant, est due en grande partie a d'autres
mécanismes que l'acidification par production d'acides organiques. Pour la compréhension des
mécanismes de diffusion des agents antimicrobiens, il était intéressant de chercher a déterminer la
nature des différents agents antimicrobiens produits (peroxydes, bactériocines, ...). Pour cela, dans
un premier temps, différents traitements ont été réalisés sur le surnageant et 'activité anti-Listeria
résiduelle a été mesurée en milieu gélosé¢ par la méthode de diffusion en puits. Ces différents
traitements permettent de déterminer si les agents antimicrobiens sont des peroxydes, et/ou de

nature protéiques sensibles a différentes enzymes protéolytiques, et/ou thermostables.

Les surnageants de culture de LAB3 4 30°C dans du MRS en anaérobiose ont été récupérés
en fin de culture a 24h, neutralisés et ont été traités a différentes températures (40, 65 et 100°C
pendant 1h) ou avec des enzymes protéolytiques. L'activité antimicrobienne a été mesurée par la
méthode de diffusion en puits sur milieu gélosé contre la souche de L. innocua LRGIAOI. Les

mémes protocoles ont été appliqués sur une solution de nisine pour comparer les réponses (Figure

3.7).
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Figure 3.7 Activité anti-Listeria innocua LRGIAO1 (diamétres des zones d'inhibition) du
surnageant de LAB3 et d'une solution de nisine neutralisés, traités avec des enzymes
protéolytiques et traités thermiquement en milieu gélosé par la méthode de diffusion
en puits (n=3).

Sur chaque graphique, chaque lettre indique un groupe statistique homogeéne selon le test statistique Anova (p < 0,05).

La solution de nisine a été préparée a partir de Nisaplin (Danisco, Danemark).

La gélose TSA a été inoculée avec les Listeria a 107 UFC.mL"!.
* aucune zone d'inhibition observée.

En présence du surnageant de LAB3 natif (pH = 4), du surnageant neutralis¢ et du surnageant traité
a la catalase, les zones d'inhibition vis-a-vis de L. innocua LRGIAO1 sont similaires. L'effet pH
n'est donc pas le mécanisme inhibiteur majoritaire contenu dans les surnageants de culture de LAB3
dans les conditions utilisées. En effet, la concentration et le type d'acides organiques produits
pendant une culture par des LAB dépendent de I'espéce, de la souche mais aussi de la composition
du milieu et des conditions de croissance (pH, température, anaérobiose/aérobiose) (Ammor et al.,
2006).

De plus, I'activité antimicrobienne n'est pas sensible a un traitement a la catalase : les peroxydes ne
sont pas non plus responsables de ce taux d'inhibition ou ne représentent qu'une trés faible part que
la méthode du test appliqué ne peut pas détecter. La premicre hypothése serait en accord avec la

littérature, puisque les conditions d'anaérobiose ne permettraient pas la production de peroxydes
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(Con et al., 2001).

Les composés actifs sont également résistants aux traitements thermiques a 40 et 65°C. L'activité
anti-Listeria est partiellement détériorée par le traitement a la protéase (origine Aspergillus oryzae)
(perte de deux tiers du diameétre de la zone d'inhibition) et par le traitement thermique a 100°C
(perte d'un tiers du diamétre de la zone d'inhibition). Elle est totalement dégradée par les traitements
a la trypsine et a I'a-chymotrypsine. Le profil se rapproche de celui de la nisine (Figure 3.7 (i1)).
Ces résultats nous permettent d'émettre I'hypotheése qu'une partie des substances antimicrobiennes
produites par LAB3 sont d'origine peptidique. Les surnageants de culture de LAB3 inhibent le
développement de L. innocua LRGIA apres avoir subi un traitement thermique mais n'inhibent plus
apres avoir subi des traitements avec des enzymes protéolytiques. Ces résultats concordent avec les
propriétés antimicrobiennes que peuvent avoir des petites molécules thermostables : les
bactériocines. Les souches de Lactococcus lactis peuvent produire plusieurs types de bactériocines
(de classe I et II) : la nisine (formes A, Z, Q, F) (~3 kDa), la Lacticine 481 (~3 kDa) (produite par L.
lactis CNRZ481, ADRIA85L0O30), la Lacticine 3147 (~3kDa) (produite par L. lactis DPC3147), la
Lactococcine MMFII (produite par L. lactis MMFII), la Lactococcine G, la Lactococcine M
(Parente et Ricciardi, 1999 ; McAuliffe et al., 2001 ; Chen et Hoover, 2003 ; Bierbaum et Sahl,
2009 ; Alkhatib et al., 2012). Il semblerait qu'a chaque souche corresponde une bactériocine précise.
Les investigations ont été poursuivies pour purifier et identifier ce ou ces composés antimicrobiens

peptidiques produits par LAB3.

3.3.3.1 Séparation des composés peptidiques du surnageant de culture de
LAB3 par chromatographie d'exclusion et activité antimicrobienne

résultante

Dans le but de confirmer que des agents antimicrobiens présents dans le surnageant de
culture de LAB3 sont de nature peptidique, les protéines du surnageant récupéré a 24h de culture
dans MRS a 30°C en anaérobiose ont été précipitées en utilisant une solution saturée de sulfate
d'ammonium puis séparées par une chromatographie d'exclusion. Le profil obtenu présenté Figure
3.8 a permis de définir 6 zones. Les fractions ont été réunies en fonction de ces zones sous forme de

pools qui ont été testés natifs pour leur activité anti-Listeria (Figure 3.9). Ils ont également été
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testés apres avoir €té traités thermiquement et par des enzymes protéolytiques (Figure 3.13).

les principales souches sélectionnées
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Figure 3.8 Chromatogramme obtenu par séparation a partir d'une colonne de chromatographie

précipité au sulfate d'ammonium.

d'exclusion (gel Sephadex) d'un échantillon de surnageant de culture de LAB3

D'apres les pics d'absorbance relevés aux longueurs d'onde caractéristiques des composés

peptidiques, six zones ont ét¢ découpées pour tester ces différents pools pour leur activité anti-

Listeria en milieu gélosé par la méthode de diffusion en puits (Figure 3.9).
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Figure 3.9 Activité anti-Listeria innocua LRGIAO1 (diametres des zones d'inhibition) par la
méthode de diffusion en puits en milieu gélosé des 6 pools de fractions recueillis apres
la chromatographie d'exclusion d'un échantillon de surnageant de culture de LAB3
ayant subi une précipitation au sulfate d'ammonium (n=3).

La gélose TSA a été inoculée avec les souches de Listeria a 107 UFC.mL"!.
* aucune zone d'inhibition observée.

Les valeurs du diametre d'inhibition ont été calculées relativement a la quantité de protéine dosée
par la méthode de microbradford dans chaque pool. Le pool 2 a une concentration en protéine de
0,421 +£0,100 g.L! trés élevée par rapport aux pools 3 et 4 qui ont des concentrations protéiques
environ 20 fois moins importantes respectivement de 0,022 + 0,003 g.L-!' et de 0,016 + 0,005 g.L-!.
Seuls les pools 2, 3 et 4 présentent des activités anti-Listeria. L'activité du pool 2 en fonction de la
quantité¢ de protéines est donc beaucoup plus faible par rapport a l'activité importante des autres
pools qui eux ont une concentration protéique moindre. Il est alors intéressant d'étudier si ces
activités étaient affectées par différents traitements pour confirmer la nature peptidique de ces
activités antimicrobiennes : neutralisation, traitements enzymatiques et thermiques. Les résultats
sont présentés en Figure 3.10 pour les trois pools sélectionnés toujours en fonction de leur quantité
de protéines respective. L'activité antimicrobienne des pools 2, 3, 4 est dégradée dans sa totalité
apres traitements des pools par les trois enzymes protéolytiques utilisées pour ce test. En revanche,
elle est stable aprés neutralisation pour les trois pools et apres application des traitements
thermiques pour les pools 3 et 4. Ces résultats montrent que les agents antimicrobiens contenus
dans les pools 3 et 4 sont de nature protéique et sont thermostables. Ces comportements sont
comparables a ceux que 'on peut observer avec une solution de nisine (présenté sur la méme Figure

3.10). Ces agents peuvent donc étre classés comme des bactériocines semblables a la nisine (« Nisin

140



CHAPITRE 3 : Sélection des souches de LAB d'intérét et caractérisation des métabolites antimicrobiens produits par
les principales souches sélectionnées

Like Substance ») (Cheigh et al., 2002 ; Mitra et al., 2005).

14 -
HPool2 EPool3 EPool4 & Nisine
12 -

Aok ek dekoiok

Zi (en mm) f quantité de protéinedans e puits {en pg)

o & ) L o
& & By 55‘ & &
< o 2 o "
b 3 Py f\}\
E K o - &
a2 &
&7 R
2 -3
i
&
-@.

Figure 3.10 Activit¢ anti-Listeria innocua LRGIAO1 (diamétres des zones d'inhibition) par la
méthode de diffusion en puits en milieu gélosé des pools 2-3-4 (neutralisés, traités par
des enzymes et thermiquement) formés a partir des fractions recueillies apres la
chromatographie d'exclusion d'un échantillon de surnageant de culture de LAB3 ayant
subi une précipitation au sulfate d'ammonium (n=3).

Comparaison avec une solution de nisine a 1 500 UL mL"!.

La gélose TSA a été inoculée avec les souches de Listeria a 107 UFC.mL"".
La solution de nisine a été préparée a partir de Nisaplin (Danisco, Danemark).

* aucune zone d'inhibition observée.
pH pool natif: 1, pH=5,8;2, pH=5,5;3,pH=4,6;4,pH=4,0;5, pH=4,1;6,pH="7,0.

De plus, ces pools, aprés avoir été concentrés 40 fois par lyophilisation, ont été déposés sur un gel
de Tricine-SDS-Page pour visualiser les bandes de peptides et essayer de déterminer un poids

moléculaire.

3.3.3.2 Analyse électrophorétique

Une bande a été détectée dans le pool 3 avec un poids moléculaire compris entre 4 et 5 kDa
d'apres 1'échelle de poids moléculaires du marqueur (Figure 3.11). Aucune bande n'a été révélée
pour les autres pools (4, 5, 6) malgré une activité antimicrobienne pour le pool 4 comparable a celle

du pool 3. Le pool 2 n'a pas migré sur le gel. Ce pool correspond aux premieres fractions €luées lors
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de la chromatographie d'exclusion stérique. Ces composés peptidiques de plus haut poids
moléculaires pourraient étre les nutriments présents dans le milieu de culture initialement non

consommegs. Seules les investigations concernant le pool 3 ont été poursuivies.

A B C
26.6kDa  we
17.0 kDa
14,2 kDa |
6.51kDa
3,5 kDa
1,1 kDa

Front de migration

Figure 3.11 Gel d'¢lectrophorese Tricine-SDS-Page révélant la présence de composés peptidiques
dans les pools de fractions obtenus par chromatographie d'exclusion d'un échantillon
de surnageant de culture de LAB3 ayant subi une précipitation au sulfate
d'ammonium.

A : Marqueur Ultra-low M3546 (10uL) ; B : nisine 10000 ULmL! (10 uL) ; C : Pool 3 concentré 40 fois (10 uL)
La solution de nisine a été préparée a partir de Nisaplin (Danisco, Danemark).

Tous ces résultats ont permis de définir les composés antimicrobiens présents dans le
surnageant de culture de la souche LAB3. En plus de l'activité due aux acides organiques, des
agents peptidiques sont produits dont notamment un peptide thermostable de 4 a 5 kDa sensible a la

trypsine, I'a-chymotrypsine et a la protéase produit par Aspergillus oryzae.
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3.3.3.3 Analyse HPLC-Spectrométrie de Masse

Le pool 3, ayant révélé une bande entre 4 et 5 kDa en électrophorése, a été analysé en
HPLC-MS. Le chromatogramme obtenu est présenté sur la Figure 3.12 et révele que 1'échantillon
n'est pas pur. La purification avec le protocole mis en ceuvre n'est donc que partielle. Chaque pic (1
a 25) a été récolté, le solvant a été évapore puis le test antimicrobien en milieu gélosé a été réalisé
pour détecter les pics actifs (concentration a 1 mg.mL"). Les pics 22 et 23 ont montré une activité
antimicrobienne a 1 mg.mL-!, leur masse a alors été déterminée par analyse en spectrométrie de
masse. Quatre masses ont été relevées :

* pour le pic 22 : 4,581 et 4,623 kDa ;

* pour le pic 23 : 4,608 et 4,640 kDa.
Ces masses ont confirmé les résultats obtenus par électrophorése. La différence entre les deux
masses détectées pour le pic 22 est de 42 Da, ce qui pourrait correspondre a une acétylation du
résidu N-terminal du peptide (Birkemo et al., 2003). En ce qui concerne le pic 23, la différence de
masse de 32 Da n'a pas trouvé d'explication. L'échantillon n'étant pas pur, il se pourrait que ces
différences de masses soient dues a des impuretés (sels résiduels par exemple). Les masses étant
trés proches, il se pourrait qu'il y ait un seul peptide actif. Avec toutes les données de caractérisation
récoltées, ce peptide pourrait appartenir a la classe I (Lantibiotiques) (masse molaire inférieure a
5kDa et thermostabilité) d'aprés la classification de Reis et al. (2012). De la méme maniere,
Iwatani et al., en 2007, ont identifié la lacticin Z produite par la souche Lactococcus lactis QU14 de
masse molaire 5 968,9 Da thermostable.
Néanmoins, il se pourrait aussi que Lactococcus lactis LAB3 produise deux peptides actifs ayant
une action complémentaire. Ce cas a précédemment été¢ mis en évidence par Nissen-Meyer et al., en
1992, pour la souche Lactococcus lactis LMG2081. Ces auteurs ont identifié deux peptides, al et 3,
de poids moléculaires respectifs de 4,376 et de 4,109 kDa. Ils ont englobé ces deux entités sous le

nom de Lactococcine G.
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Figure 3.12 Chromatogramme d'HPLC de 1'échantillon pool 3 (détection a 215 nm).

Pendant le temps dédié a ce projet de these, l'identification n'a pas pu aboutir a un séquencage du

fait d'un manque de matériel disponible.

3.3.3.4 Essai d'immunodétection de la nisine par dot-blot

Les test dot-blot pour la détection de la nisine ont été mis au point dans les années 1990 pour
détecter et quantifier la nisine dans des milieux complexes (Bouksaim et al., 1998). Les limites de
détection de la nisine A sont, par exemple, de 1,9.102 UL mL"! dans une solution de nisine pure et
de 9,25 UL.mL-! dans du fromage (Falahee et al., 1990 ; Falahee et Adams, 1992).

Les surnageants de culture des souches de Lactococcus lactis Lact ATCC (productrice de nisine A)
et LAB3 ont été déposés sur la membrane. De plus, les six pools des différentes fractions recueillies
aprés séparation par chromatographie d'exclusion du surnageant de culture de la souche LAB3 ont

également été testés (Figure 3.13).
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1: nisine 9:8 10:8S 11 : nisine
50000UI 2:pooll 3:pool?2 4:poold S:poold 6G:pool5 7:poolé 8:T LAB3 LactATCC 100000 UI
(6,73 pg) 40x 40x 40x 40x 40x 40x PBS 40x 40x (12,5 pg)

Figure 3.13 Détection de la nisine par dot blot en utilisant des anticorps polyclonaux dirigés contre
la nisine A et détection par colorimétrie.

40x : concentré 40 fois par lyophilisation.
S : surnageant de culture récupéré a 24h d'une culture en anaérobiose a 30°C dans du MRSy,
La solution de nisine a été préparée a partir de Nisaplin (Danisco, Danemark).

Deux dépdts d'une solution de nisine (a deux concentrations différentes : dépdts 1 et 11) permettent
de quantifier qualitativement en fonction de la réaction de coloration. Les réponses pour les pools 1,
4, 5 et le témoin PBS sont négatives. Les surnageants de culture des deux souches, Lact ATCC et
LAB3, sont positifs a la détection de la nisine. Pour la souche Lact ATCC, ces résultats sont en
accord avec la littérature qui cite cette souche comme productrice de nisine A (Mota-Meira et al.,
2000 ; Tang et Gillevet, 2003). Concernant la souche LAB3, elle serait donc productrice de nisine
mais ces résultats ne sont pas confirmés par les analyses HPLC-MS. En effet, un peptide
antimicrobien a été détecté¢ mais d'un poids moléculaire compris entre 4 et 5 kDa qui ne correspond
pas a celui de la nisine. Cette nisine est retrouvée dans les pools 2 et 3. La détection positive pour le
pool 6, qui représente la fin de 1'élution, est inexpliquée.

La souche LAB3 (culture « starter » commerciale identifiée comme étant Lactococcus lactis
ssp. lactis 1) (Lamboley et al., 1997) pourrait donc produire plusieurs peptides antimicrobiens
simultanément. O'Sullivan ef al., en 2006, ont précédemment rapporté la co-production de deux
lantibiotiques lacticine 3147 et lacticine 481 pour une souche « starter » de Lactococcus lactis

DPC5552pMRCO.

3.4 Conclusion

Au cours de ce chapitre, les résultats des tests antimicrobiens en milieu gélosé de 19 souches
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de LAB ont été discutés. Les souches cibles choisies ont été trois souches de Listeria spp. Quatre
souches ont ét¢ sélectionnées pour leurs propriétés de bioprotection :

* deux souches de Lactobacillus paracasei : LAB1 et LAB2,

e une souche de Lactococcus lactis : LAB3,

* une souche d'Enterococcus faecalis : S14.

Pour LAB1 et LAB2, les deux souches de Lactobacillus paracasei, la pré-caractérisation des
métabolites antimicrobiens a montré que leur activité¢ antimicrobienne est en grande partie due a des
peptides thermolabiles qui pourraient étre considérés comme des bactériocines de classe III ou IV.

La troisiéme souche principalement sélectionnée, la souche de Lactococcus lactis LAB3,
produit de l'acide lactique dont la concentration atteint en fin de culture 13 g.L-!. Mais I'effet pH
n'est pas le mécanisme majoritaire de l'action antimicrobienne de cette souche. Un protocole de
caractérisation, plus pouss¢ que celui pour LAB1 et LAB2, a permis d'identifier un ou deux
peptides antimicrobiens de masses moléculaires d'environ 4,5-4,6 kDa. L'identification compléte
(séquengage) n'a pas pu encore aboutir.

Le travail sur la souche d'Enterococcus faecalis S14 s'est avéré plus compliqué. En effet, le
comportement de croissance est différent des trois autres souches étudiées, avec notamment une
température de croissance de 42°C par rapport a une température de 30°C pour les trois autres
souches. Les protocoles mis en ceuvre pour les souches LAB1, LAB2, LAB3 n'ont pas pu étre a ce
jour mis au point pour cette souche. Seuls les souches LAB1, LAB2, LAB3 ont été testées pour leur

potentiel antimicrobien lorsque les cellules sont confinées dans les matrices alginate/caséinate.
Ces travaux ont permis de mieux connaitre les souches de LAB bioprotectrices sélectionnées

avant leur confinement et 1'étude de leur action bioprotectrice dans les matrices d'alginate de

sodium/caséinate de sodium.
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alginate de sodium/caséinate de sodium liquides et gélifiés

Ce chapitre est consacré a la caractérisation des systemes polymériques alginate de
sodium/caséinate de sodium qui vont servir de supports pour le confinement des bactéries
lactiques bioprotectrices.

Dans un premier temps, l'alginate de sodium et les caséinates de sodium utilisés dans cette étude
ont été partiellement caractérisés (analyse RMN'H de l'alginate, mesures des potentiel Zéta).

Par la suite, le comportement du mélange alginate de sodium/caséinate de sodium a été défini par
la réalisation de diagrammes de phases a trois pH différents : 7,0 ; 6,0 et 5,5. Lors du confinement
de cellules de Lactococcus lactis LAB3 dans ce mélange polymérique pour étudier leur activite
bioprotectrice, l'ajout d'un milieu nutritif (MRSs) a la matrice polymérique s'est avéré essentiel.
L'influence de cet ajout a 20 % (m/m) dans le mélange alginate de sodium/caséinate de sodium a
alors été testée dans un premier temps au niveau macroscopique.

Ce chapitre se poursuit par une étude des microstructures des différents mélanges alginate de
sodium/caséinate de sodium. En utilisant la microscopie confocale en marquant la phase protéique
(par la Rhodamine B Isothiocyanate (RITC)), les microstructures étudiées ont été visualisées
permettant de choisir une formulation de travail avec laquelle les essais de confinement des
cellules de LAB ont été menées. Apres ajout des cellules de bactéries lactiques, la localisation des
cellules a été observée dans les systemes liquides et gélifiés par microscopie confocale et par
microscopie électronique a balayage. Ces essais ont été réalisés avec les souches de Lactobacillus
paracasei LABI et LAB2, et la souche de Lactococcus lactis LAB3. La localisation des bactéries
dans les matrices est discutée selon les propriétés de surface des cellules.

Une partie de ces résultats concernant la souche LAB3 dans le systeme liquide biphasique alginate
de sodium/caséinate de sodium a été publiée dans le journal « Colloids and Surfaces B:

Biointerfaces » (Léonard et al., 2013).
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4.1 Caractérisation de 1'alginate de sodium et des caséinates de

sodium

Les matieres premicres brutes utilisées (casé€inate de sodium (Acros Organics, Geel,
Belgique) et alginate de sodium (Fischer Scientific, Hampton, Hampshire, Etats-Unis) ont été
partiellement caractérisées.

Le taux de protéine total de la poudre de caséinate de sodium a été déterminée par la
méthode du Kjeldahl (en utilisant un facteur de conversion égal a 6,38) et est de 93,4 £6,4 %
(m/m). La teneur en eau (déterminée selon la norme NF B 51-004, AFNOR, 1985) et le taux de
cendre (déterminé selon la norme NF M 03-003, AFNOR, 1994) sont respectivement de
4,49 + 0,35 % (m/m) et de 4,99 + 0,14 % (m/m). Ces résultats sur la composition sont conformes a
ceux transmis par le fournisseur. La courbe de solubilité¢ dans l'eau des caséinates de sodium en

fonction du pH a été déterminée (Figure 4.1).

-
2

pH

Figure 4.1 Profil de solubilité¢ (solubilité de l'azote, « Nitrogen Solubility Index » (NSI)) des
caséinates de sodium dans l'eau en fonction du pH pour une suspension a 0,5 % (m/m)
a25°C.

Le minimum de solubilité est atteint entre le pH =4 et le pH = 5 (aux alentours du pl des caséiantes

qui est de 4,5). La solubilité des protéines dépend de la balance de charge de surface entre les

groupements NH3; /-NHz et-COOH/-COO" de pKa 9,8 et 4,2 respectivement. Lorsqu'une protéine
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est réhydratée, 1'eau se fixe en premier sur les résidus chargés puis, sur les résidus polaires non
ionisés puis, sur les liaisons peptidiques (Snappe et al., 2010). En modifiant le pH, la charge de la
protéine est changée, or les résidus d'acides aminés fixent 2 a 3 fois plus d'eau quand ils sont ionisés
(Snappe et al., 2010). Le nombre de charge a pH = 7 est en effet plus important qu'a pH = 3 donc le
nombre de groupements fixant en priorité les molécules d'eau est plus conséquent a la neutralité
qu'a pH acide. Au point isoélectrique, 1'égalité des charges négatives et positives conduit
généralement a une solubilité minimale.

Pour I'alginate de sodium, la composition en eau et le taux de cendre sont respectivement de

7,59 + 1,65 % (m/m) et de 25,91 = 1,66 % (m/m) a 25°C.

L'analyse RMN'H permet de quantifier les différentes fractions en monomeéres et diméres
mannuroniques (M) et guluroniques (G) pour un alginate donné. Pour permettre les analyses en
RMN avec un temps de relaxation du proton raisonnable, il a fallu abaisser la viscosité de la
solution d'alginate. Le polyoside a donc été partiellement hydrolysé en milieu acide. Les chaines
obtenues sont alors plus courtes mais elles conservent un degré de polymérisation suffisant pour
rendre compte du produit de départ.

Les signaux intéressants pour l'analyse structurale des alginates concernent les protons en position
let5 sur les cycles pyraniques dont l'environnement varie selon la conformation et donc
l'enchainement des unités uroniques.

Le spectre présenté Figure 4.2 a été obtenu pour 1'alginate utilisé dans cette étude. L'intégration des
pics permet de calculer les différentes fractions en monomeéres et dimeres de I'alginate utilisé selon
les formules présentées dans la partie matériels et méthodes correspondante. Pour décrire les
chaines de polyosides, plusieurs paramétres peuvent &tre calculés a partir de ces fréquences

monomériques et dimériques (Figure 4.2) :

« 1= % représente 1'organisation des chaines :
(Fu*Fg) '

° s10<n<1,lepolymere est dit a blocs  MMMMGGGMMMMGGQG) ;
o sin =1, le polymére est dit statistique (répartition aléatoire des monomeres) ;
o sil<n<2,lepolymére est dit alterné (MGMGMGQG) ;

* Nget Nm, représentent le nombre moyen, respectivement, d'unités G et M dans un bloc de

type, respectivement, G et M (Agulhon, 2012).
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Figure 4.2 Spectre RMN'H dans D20 a 90°C de l'alginate de sodium (Fisher Scientific, Hampton,
Hampshire, Etats-Unis) pré-hydrolysé.

D'apres le rapport M/G, l'alginate est riche en unités M (75 %). Le paramétre n qui est égal a
0,194 donc inférieur a 1, permet de renseigner sur la structure de notre alginate. Cet alginate est
formé de blocs d'unités mannuroniques s'alternant avec des blocs d'unités guluroniques. Chaque
bloc d'unités mannuroniques est composé d'environ 21 monomeres M (Nwm) et chaque bloc d'unités
guluroniques est composé environ de 7 monomeres G (Ng).
Ces données structurales pourront étre exploitées pour discuter des données de microstructures
obtenues pour les systemes gélifiés sous forme de billes. En effet, les propriétés d'un gel d'alginate

dépendent des fréquences des blocs M et G mais aussi de la longueur de ces blocs.

Les répulsions ¢€lectrostatiques sont généralement les forces principales qui gouvernent les
interactions ségrégatives entre deux molécules chargées en solution aqueuse (Tolstoguzov, 1995 ;
Norton et Frith, 2001 ; Ducel et al, 2004). Les potentiels Zéta d'une solution de caséinate de

sodium et d'une solution d'alginate de sodium ont donc été mesurés en fonction du pH (Figure 4.3).
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Figure 4.3 Potentiel Zéta d'une solution de caséinate de sodium (a 0,001 % (m/m)) et d'une solution
d'alginate de sodium (a 0,005 % (m/m)) en fonction du pH dans un tampon
imidazole/acétate 3 5 mmol.L-' 4 25°C (n=3).

Entre pH = 8 et pH = 4, la charge globale des caséinates de sodium est successivement négative,
nulle et positive variant de -25 2 9 mV alors que la charge de I'alginate est toujours négative variant
de -31 a -25 mV, ce qui est logique compte tenu du caractére purement anionique de l'alginate
(pKag = 3,65 ; pKam = 3,38 (Liu et al., 2003)). Le point isoélectrique des caséinates associ¢ a un
potentiel zéta nul est d'environ 4,5. Cette valeur est concordante avec les données de la littérature
qui rapportent un pl entre 4,4 et 5,2 (Harnsilawat et al., 2006). Les deux polymeéres sont chargés
globalement de la méme charge négative entre pH = 8 et pH = 5, les interactions sont donc
répulsives pouvant étre a 'origine d'une séparation ségrégative en solution. Celle-ci a €té mise en

¢évidence en réalisant le diagramme de phases du systéme.

4.2 Comportement des mélanges

Le diagramme de phases présenté Figure 4.4 a été établi par I'observation macroscopique du
déphasage accéléré par centrifugation. Les deux biopolymeéres sont peu miscibles et les mélanges se
séparent en une phase riche en alginate (phase supérieure) et une phase riche en caséinate (phase
inférieure). La séparation de phase est observable pour des concentrations en alginate et en
caséinate respectivement supérieures a 0,5 % (m/m) et 5 % (m/m). L'apparition de deux phases

distinctes aprés la centrifugation est due aux interactions entre polyosides et protéines : interactions
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¢lectrostatiques, hydrophobes et/ou exclusion de taille. Ces systémes sont caractérisés par des forces
répulsives entre les chaines de protéines et de polyosides qui ne permettent pas 1'association entre
deux molécules de polymeres différents. Il y a plutdt exclusion des molécules non semblables
créant cette séparation de phase gouvernée par l'incompatibilité thermodynamique (Norton et Frith,

2001).
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Figure 4.4 Diagramme de phases visuel du systéme alginate de sodium / caséinate de sodium a
pH = 7 (+ séparation de phase, « mélange monophasique), a 25°C.

La courbe binodale de la Figure 4.5 est reportée en pointillée.
Observations en microscopie confocale (Leica SP2 AOBS (Leica Microsystems, Allemagne)).

Ce premier diagramme de phases est en accord d'un point de vue qualitatif avec d'autres études
précédentes concernant les systémes alginate de sodium/caséinate de sodium (Blonk et al., 1995 ;

Capron et al., 2001 ; Simeone et al, 2004 ; Antonov et Friedrich, 2007). Néanmoins, les
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comparaisons quantitatives sont rendues difficiles du fait des différences de sources des
biopolymeres (différences de la distribution des masses moléculaires, de structures) et des
concentrations en sels. Pour la suite de I'¢tude, des mélanges ont ¢été sélectionnés dans la zone
d'incompatibilité. Les teneurs en protéine ont alors été mesurées par la méthode de Kjeldahl puis,
les teneurs en alginate ont été¢ déterminées par différence par la méthode des masses séches. La
courbe binodale a donc été déterminée plus précisément.

Les observations microscopiques montrent des microstructures de type émulsion pour les
mélanges de compositions placées a l'intérieur de la binodale. Des observations microscopiques en
marquant la phase protéique permettront par la suite de déterminer le polymere formant la phase
continue et celui formant la phase dispersée (4.3.1.1). Pour les deux compositions proches des axes,
un polymere est largement majoritaire et des particules du polymere majoritaire sont néanmoins

visibles.

Le pH est un parametre clé entrant en jeu pour les interactions entre polymeres. Les
interactions inter-moléculaires peuvent effectivement étre affectées par la protonation des
polymeres, la solubilité et ["hydratation des macromolécules (Antonov et Friedrich, 2007). Trois
diagrammes ont été déterminés a trois valeurs de pH : 7,0 ; 6,0 et 5,5 (Figure 4.5). ApH =7, la
forme de la découpe entre les zones de compatibilité et d'incompatibilité est typique des séparations
de phase ségrégatives en forme de U (Tolstoguzov, 1995). La binodale a pH = 7 a été reportée sur la
Figure 4.4 (diagramme macroscopique) montrant que des mélanges présentant apparemment une
séparation de phase sont au final dans la zone de miscibilité définie par cette binodale. Une
séparation de phase incomplete des mélanges choisis pour construire la binodale pourrait expliquer
ce résultat. Ce phénomene a déja été mis en évidence pour des mélanges fortement concentrés
(Mession et al., 2012). Pour des raisons de viscosité ¢levée des systemes polymériques, les
mélanges ne se séparent pas complétement et 1'équilibre n'est pas atteint.

Le pH semble affecter significativement l'allure des diagrammes. Quand le pH diminue et
s'approche du pl des caséinates (4,6), la binodale s'¢loigne des axes indiquant une séparation de
phase moins nette. De plus, l'aire de la zone d'incompatibilité est plus importante a pH =7 qu'a
pH = 5,5 : I'incompatibilité augmente avec le pH.

Les données de la littérature sur l'influence du pH sur l'incompatibilit¢ du systeme

alginate/caséinate sont rares. Néanmoins, le méme comportement a été reporté par Grinberg et
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Tolstoguzov (1997) concernant des systémes dextran/globuline ou gomme arabique/globuline pour
des pH supérieurs a 7. Une augmentation de la zone d'incompatibilité a été observée entre pH = 8 et
10. 11 reste difficile de tirer des régles générales puisque les conditions d'incompatibilité dépendent
de la paire de polymeres et de leurs conformations (qui sont trés différentes entre les caséinates et

les globulines).
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"H/ 7 4 - Formulation et caractérisation des mélanges alginate de sodium/caséinate de sodium liquides et gélifiés
CHAPITRE 4 : Formulation et caractérisation des mélanges alginate de sodium/caséinate de sodium liquides et gélifié
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Figure 4.5 Diagramme de phases des mélanges alginate de sodium/caséinate de sodium a pH = 7,0

(a), 6,0 (b) et 5,5 (c), & 25°C.

¢, composition des mélanges initiaux.

e, composition des phases riches en un polymere apres la séparation de phase des mélanges initiaux.
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------------------------------------------------------

D'apres 1'étude bibliographique, la production d'actifs antimicrobiens par les LAB est liée a
la concentration cellulaire dans le milieu par une régulation de type « Quorum Sensing ». L'un des
intéréts qui a guidé pour 'ajout de caséinates dans le systéme a été un possible apport en composés
azotés pour le métabolisme des LAB. En effet, certaines espéces, notamment Lactococcus lactis
spp., possedent une activité protéolytique qui leur permet de métaboliser des protéines comme par
exemple la caséine. Pour des raisons analogues concernant la survie, voire le développement
cellulaire, 1'ajout du milieu nutritif MRS, a été évalué pour un mélange type : alginate de sodium
(1,5 % (m/m)) + caséinate de sodium (4 % (m/m)).

La cultivabilité et I'activité antimicrobienne des cellules de Lactococcus lactis LAB3 confinées dans
des mélanges aqueux polymériques biphasiques alginate de sodium/caséinate de sodium non
gélifiés et gélifiés (sous forme de billes) avec ajout ou non de milieu nutritif MRSy (20 % (m/m))

ont ¢t¢ mesurées (Figure 4.6).
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Figure 4.6 Activité antimicrobienne anti-Listeria innocua LRGIAO1 et cultivabilité des cellules de
LAB3 (charge initiale en LAB3 : C2, 10* UFC.mL-! de mélange polymérique ; stockage

8 jours a 30°C) confinées dans :

(a) alginate de sodium (1,5 % (m/m)) liquide avec ou sans MRSy (20 % (m/m))
(b) alginate de sodium (1,5 % (m/m)) + caséinate de sodium (4 % (m/m)) liquide avec

ou sans MRSy (20 % (m/m))

(c) alginate de sodium (1,5 % (m/m)) gélifié (billes) avec ou sans MRSy, (20 % (m/m))
(d) alginate de sodium (1,5 % (m/m)) + caséinate de sodium (4 % (m/m)) gélifié (billes)

avec ou sans MRSy (20 % (m/m))

ND : non déterminé ; * : aucune zone d'inhibition.

Dans un premier temps, il est a noter que les différents mélanges sans cellules de LAB n'ont

pas donné d'activité antimicrobienne (résultats non montrés). Pour chaque expérimentation de ce

type, les t€émoins sans cellules ont été réalisés pour s'assurer de ce point.

Pour les formulations avec alginate seul ou alginate/caséinate, gélifiées ou non gélifiées, les cellules

de LAB3 ont montré une meilleure cultivabilité en présence de MRSy, de plus de 1 log par mL ou

par bille, suivant les cas, a 8 jours a 30°C. Par exemple, les cellules de LAB3 se maintiennent du

jour 1 a 8 a environ 108 UFC.mL-! dans alg/cas/MRS} liquide et seulement a 10> UFC.mL"! dans

alg/cas liquide sans MRSy (Figure 4.6.b). De plus, les activités anti-Listeria ont ét¢ mises en
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évidence principalement pour les mélanges contenant du MRS, et celles-ci sont restées régulieres
du jour 1 au jour 8. Brachkova et al., en 2010, ont également ajouté du milieu MRSy, dans des billes
d'alginate pour immobiliser des cellules de lactobacilles bioprotectrices. L'activité antimicrobienne
de ces cellules immobilisées en présence de MRSy contre Staphylococcus aureus et Klebsiella
pneumoniae a été améliorée : le nombre de cellules de lactobacilles nécessaire pour une inhibition a
¢été réduite de 1 a 2 log d'UFC par rapport a des billes sans MRSy. L'influence de 1'ajout de MRSy,
s'est méme réveélé encore plus importante pour l'activité antimicrobienne contre Pseudomonas
aeruginosa : le nombre de cellules de lactobacilles nécessaire pour une inhibition a été réduit de 3 a
4 log d'UFC par rapport a des billes sans MRSp.

A la vue de nos résultats, il s'est avéré primordial d'apporter des éléments nutritifs dans le systeme
de confinement des cellules de bactéries lactiques afin d'obtenir une activité de biopréservation
significative. Cet effet de la présence du milieu nutritif sur la croissance et sur l'activité
antimicrobienne est renforcé en présence des caséinates. En effet, les caséinates peuvent étre une
autre source de nutriments puisque certaines espéces de LAB et notamment Lactococcus lactis
possedent un mécanisme protéolytique membranaire leur permettant de métaboliser des peptides de
taille importante (Salminen et Von Wright, 2009).

Du milieu MRSy a donc été additionné au systéme a 20 % (m/m). D'un point de vue physico-
chimique, 1'ajout d'un autre composé au mélange aqueux biphasique alginate de sodium/caséinate de
sodium peut modifier I'équilibre du systeme. Le milieu MRSy contenant des sources protéiques, il a
été impossible de déterminer un nouveau diagramme de phases. De plus, le bouillon MRSy
apportant une forte coloration, il s'est avéré aussi tres difficile de distinguer visuellement la
séparation de phase. Pour comparer le comportement de phase du systétme en présence ou en
absence de MRSy, une technique de diffusion multiple de la lumiére a ét¢ mise en ouvre permettant
de suivre 1'évolution des systémes colloidaux d'un point de vue macroscopique a I'état liquide
(Turbiscan™),

Cette méthode a été développée au cours de la décennie 1990 (Mengual et al, 1999). Certains
chercheurs 1'utilisent depuis pour la caractérisation du comportement de mélanges de polymeres
(Chauvierre et al., 2004 ; Mandala et al., 2004 ; De la Salles et al., 2005).

Sur la Figure 4.7, deux profils de rétrodiffusion de la lumiére sur la hauteur de I'échantillon

sont représentés en fonction du temps (jusqu'a 24h) pour une méme formulation avec ou sans MRSy,

en prenant le profil a t = 0 h comme référence, c'est-a-dire juste apres mélange des constituants.

158



: [b] s
0 - 0 e Légende
2 4 6 8 10 12 17 hemyis
E 5 - 5 o5 ——0h
s I ——2h
2 .10 - ¥ 2 10 11
E ¥ = ——4h
3 3 b
) —<—6h 30

g 15 - & 15 \

i —=—1%h
= 24 — 24h
=25 = ’ . =25 = . .

hauteur de I'échantillon (%) hauteur de F'échantillon {mm)

Figure 4.7 Influence de 1'ajout de MRSy, sur I'équilibre des mélanges alginate de sodium/caséinate
de sodium d'un point de vue macroscopique : profils de rétrodiffusion (R) sur 24 h a
25°C en diffusion multiple de la lumiére (Turbiscan™) du mélange (a) 1,5 % (m/m)
alginate de sodium + 4 % (m/m) caséinate de sodium ; (b) 1,5 % (m/m) alginate de
sodium + 4 % (m/m) caséinate de sodium + 20 % (m/m) MRSp.

Ces deux profils de turbidité ont permis de mettre en évidence une zone de clarification en haut de
I'échantillon, une diminution de la rétrodiffusion indiquant une plus faible dispersion. Comme déja
indiqué, ce phénomene de clarification en haut du tube est donc dii au phénomene de déphasage. Le
mélange se sépare en une phase riche en caséinate (phase inférieure) et une phase riche en alginate
(phase supérieure). La phase alginate laisserait donc mieux diffuser la lumiére, diminuant ainsi le
pourcentage du faisceau rétrodiffusé. En mesurant la hauteur et la larguer du pic de rétrodiffusion en
fonction du temps (R(t)), il est possible de mesurer la vitesse de migration du front de clarification
qui correspond a la pente initiale de cette courbe (Chauvierre ef al., 2004).

Le Tableau 4.1 répertorie les valeurs des pentes initiales des courbes R(t) pour quatre formulations
avec ou sans MRSy. Pour I'ensemble des échantillons, le maximum de rétrodiffusion dans la zone de

clarification (haut du tube) est atteint aprés environ 7h.
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Tableau 4.1 Vitesse de déphasage par sédimentation de la phase protéique pour différents mélanges
alginate de sodium/caséinate de sodium avec ou sans MRSy obtenu d'apres les profils
de rétrodiffusion en diffusion multiple de la lumiére (Turbiscan™).

Composition des mélanges initiaux (%) m/m)) Pente de Delta R(t) entre 0 et 7 h (%.h™)
Alginate Caséinate Sans MRSy Avec MRS (20 % (m/m))
1,5 2 -0,46 -0,45
3 2 -0,46 -0,50
1,5 4 -1,07 -1,12
1,5 9 -0,49 -0,31

Pour une formulation donnée, la différence de vitesse de migration du front de clarification (donc
du déphasage) n'est pas significative en ajoutant ou non du milieu MRSs. L'ajout du milieu MRSy a
20 % (m/m) ne semble donc pas perturber les propriétés de déphasage macroscopiques des
mélanges alginate de sodium/caséinate de sodium. Sosa-Herrera et al, en 2012, ont également
travaillé sur des analyses Turbiscan™ (Formulaction, France) avec un mélange alginate de
sodium/caséinate de sodium (0,1/2 % (m/m)) pour étudier la distribution en taille des particules
aprés ajout de chlorure de calcium (5 mmol.L!). Ils ont montré, pour le mélange alginate de
sodium/caséinate de sodium (0,1/2 % (m/m)) dans I'eau sans chlorure de calcium, une zone de
clarification en haut de tube par une augmentation du pourcentage de lumicre transmise. Cette
tendance, ¢galement mise en évidence par nos résultats, donne une indication sur le mécanisme de
déphasage. D'apres cette étude macroscopique, le déphasage se fait par sédimentation des particules
de caséinate sans floculation ou coalescence. En effet, s'il y avait 1'un ou l'autre de ces mécanismes,
cela provoquerait une diminution de la rétrodiffusion uniformément sur toute la hauteur de
I'échantillon. La sédimentation est un phénoméne rencontré lorsque la densité de la phase dispersée

est supérieure a celle de la phase continue.

L'utilisation d'un milieu nutritif pour les cellules (MRSp) semble nécessaire pour maximiser
la cultivabilité et I'activité antimicrobienne des cellules de Lactococcus lactis LAB3 confinées dans
les mélanges alginate/caséinate gélifiés et non gélifiés. D'un point de vue macroscopique, 1'ajout de
MRSy ne semble pas perturber le comportement du mélange alginate/caséinate. L'influence de
I'ajout du milieu MRSy, sur les mélanges d'alginate/caséinate a également été observée par la suite

d'un point de vue microscopique.
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4.3 Etude des microstructures

Dans I'objectif d'identifier une composition en alginate et en caséinate du systéme servant au
confinement des bactéries lactiques, les microstructures de différents mélanges ont été observées en
utilisant la microscopie confocale. Pour une composition type, les cellules ont été incorporées et
leur localisation dans les systémes liquides a été étudiée. Les systémes ont par la suite été gélifiés et
les réseaux d'alginate et de caséinate ainsi que la répartition des cellules dans les matrices ont été
observés de la méme fagon que pour les systemes liquides. Ces données de microscopie
s'intéressant aux microstructures et a la localisation des cellules permettront de discuter des résultats
sur le potentiel antimicrobiens de telles matrices (survie des cellules de LAB bioprotectrices,

diffusion des actifs antimicrobiens).

4.3.1.1 Microstructures et évolution cinétique

Plusieurs compositions en alginate et en caséinate ont été choisies dans la zone
d'incompatibilité du diagramme de phases pour déterminer leur microstructure par microscopie.
Celles-ci ont été reportées sur le diagramme de phases a pH = 7 de la Figure 4.8 (points A, A1, A2,
B, C, D). Les échantillons ont été préparés, a pH = 7 et a température ambiante, en marquant les
cas¢inates avec la Rhodamine B Isothiocyanate (RITC). Les zones riches en cas€inate apparaissent
en gris clair alors que les zones riches en alginate sont plus sombres. Un témoin correspondant a
une solution de caséinate marquée a l'aide de la RITC est présent¢ Figure 4.8 image (i). Les
caséinates montrent une fluorescence uniforme. L'évolution de la microstructure a été suivie en
fonction du temps pour les compositions ou le pourcentage d'alginate €tait inférieur a 2 % (m/m).
Au dela de 20 min, les structures étaient stables. Pour les mélanges avec un pourcentage en alginate
supérieur (points C et D, Figure 4.8), les microstructures étaient stables dés 5 min en raison
probablement de la viscosité élevée du mélange qui ralentit et bloque la séparation de phase. Pour
chacune des compositions, les deux biopolymeéres sont distribués dans deux phases clairement
distinctes 1'une de l'autre.

Deux mécanismes pour la séparation de phase ont ét¢ décrits (Butler et Heppenstall-Butler,
2003) :

* nucléation et croissance avec un état initial présentant une gamme aléatoire et polydisperse

de gouttes avec des interfaces nettes, évoluant par fusion des gouttelettes ;
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* décomposition spinodale avec un état initial présentant une régularité des structures
gouttelettes ou bi-continues en terme de taille et d’espace entre les structures mais dont la
concentration s'accroit au cours du temps.

Les mélanges observés semblent tous avoir un état initial du type nucléation et croissance. Ces
mélanges seraient donc dans la zone des mélanges métastables (Rediguieri et al, 2007).
Néanmoins, ils ont évolué de fagons différentes au cours du temps. Avec une concentration en
cas¢inate ¢levée (a partir de 6 % (m/m)) et un pourcentage d'alginate inférieur a 2 % (m/m), le
systeme évolue vers une morphologie bi-continue. Pour les mélanges avec une concentration en
caséinate moins importante, le systéme se compose d'une phase continue riche en alginate et une
phase dispersée riche en caséinate. Les morphologies obtenues pour ces derniers mélanges sont de
type émulsion. Capron ef al., en 2001, ont auparavant défini ce type de morphologie concernant les
mélanges cas€inate de sodium/alginate de sodium. De Kruif et Tuinier, en 2001, I'ont mis en
évidence pour un autre type de mélanges, caséine/gomme de guar. Le modéle de microstructure,
émulsion (gouttelettes) ou agrégation, dépend du type de polyoside et de sa concentration minimale

induisant une séparation de phase (Mession et al., 2012).

Les mélanges A, Al et A2 ont été choisis le long d'une droite de conjugaison pour pouvoir
observer une inversion de phase. Le mélange A2 n'a pas permis d'obtenir un systetme ayant une
phase continue de cas€inates et une phase dispersée d'alginate mais seulement un systéme
bi-continu. Lorsque que la concentration en protéine dans le mélange initial augmente, les
microdomaines de protéine sont moins nombreux mais de tailles plus importantes. Musampa et al.,
2007 et Mession et al., 2012, ont observé cette méme tendance pour des mélanges, respectivement,
de protéines de pois/carraghénane et protéines de pois/alginate de sodium. Pour d'autres systémes
évoqués dans la littérature, une inversion de phase a été observée : pectine/caséine (Rediguieri et
al., 2007), gélatine/maltodextrine et gomme de caroube/caséinate (Norton et Frith, 2001), protéine

de pois et alginate de sodium (Mession et al., 2012).
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Figure 4.8 Microstructures des mélanges aqueux alginate de sodium/caséinate de sodium obtenues
par microscopie confocale a pH=7 a température ambiante. Les zones claires
correspondent aux zones riches en caséinate marquées a la Rhodamine B Isothiocyanate
(RITC).

Observations en microscopie confocale (Leica SP2 AOBS (Leica Microsystems, Allemagne)).

4.3.1.2 Choix de la formulation de travail et influence du MRS} sur la
microstructure
Le choix du systéme pour confiner les bactéries s'est porté sur la composition suivante :
1,5 % (m/m) d'alginate de sodium / 4 % (m/m) de caséinate de sodium. Ce choix du mélange a été
effectué¢ en fonction des critéres suivants :
* une phase continue d'alginate pour permettre une gélification ;
* une structure réguliere de la dispersion ;
* un déphasage relativement lent du systéme pour envisager une gélification lente par la suite.
Le mélange choisi a montré une microstructure de type émulsion avec une phase dispersée

protéique et une phase continue d'alginate. La phase continue alginique va permettre de pouvoir
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gélifier le systeme en utilisant les propriétés gélifiantes de 1'alginate. Selon la localisation des
cellules dans le systéme, les gouttelettes de caséinate pourraient servir de double protection des
cellules de LAB bioprotectrices.

La Figure 4.9 présente la microstructure du mélange choisi ainsi que de sa phase riche en alginate
et de sa phase riche en caséinate aprés séparation de phase accélérée par centrifugation. La phase
riche en alginate est composée a 1,71 % (m/m) d'alginate de sodium et a 2,12 % (m/m) de caséinate
de sodium. Quant a la phase riche en casé€inate, elle est composée de 0,54 % (m/m) d'alginate de

sodium et de 5 % (m/m) de caséinate de sodium.

Figure 4.9 Mélange aqueux biphasique a 1,5 % (m/m) d'alginate de sodium / 4 % (m/m) de
caséinate de sodium (a : mélange ; b : phase riche en caséinate ; c : phase riche en
alginate). Les zones claires correspondent aux zones riches en cas€inate marquées a la
Rhodamine B Isothiocyanate (RITC).

Sur les images b et ¢ de la Figure 4.9, des inclusions d'alginate sont présentes dans la phase riche en
caséinate et inversement. Le systéme étant visqueux, il semblerait que la séparation ségrégative ne
soit pas totalement compléte. Ce phénomene a été discuté précédemment (paragraphe 4.2.2) pour le
tracé de la binodale. Ce phénoméne de séparation incompléte a précédemment été mis en évidence

par Mession ef al. (2012) pour des mélanges fortement concentrés.

Comme discuté précédemment (paragraphe 4.2.3), du milieu nutritif pour les bactéries
lactiques a été ajouté a ce mélange de confinement pour optimiser la survie des cellules et leur
production d'actifs antimicrobiens. D'apres les analyses réalisées en diffusion multiple de la lumiére
(Turbiscan™), le comportement macroscopique de déphasage des mélanges n'est pas perturbé de
fagon significative par l'ajout de MRSp. La Figure 4.10 montre la méme tendance quant a la
microstructure. L'ajout de MRSy, ne change pas la microstructure du systéme : une phase continue
d'alginate et une phase dispersée de casé€inate avec une taille des gouttelettes de casé€inate conservée

par rapport a un mélange sans MRSp.
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Figure 4.10 Microstructures et distributions en taille (en um?) des microgouttelettes des mélanges
aqueux biphasiques a 1,5 % (m/m) d'alginate de sodium / 4 % (m/m) de caséinate de
sodium (a, a') et 1,5 % (m/m) d'alginate de sodium / 4 % (m/m) de caséinate de
sodium / 20 % (m/m) MRSy (b, b'). Les zones claires correspondent aux zones riches
en caséinate marquées a la Rhodamine B Isothiocyanate (RITC).

Observations en microscopie confocale (Leica SP2 AOBS (Leica Microsystems, Allemagne)). L'analyse d'image a été
réalisée avec le logiciel Image J.

Les cellules de LAB bioprotectrices ont alors été incorporées a ce mélange (1,5 % (m/m)
d'alginate de sodium / 4 % (m/m) de caséinate de sodium / 20 % (m/m) MRSp). La localisation des
cellules a été étudi¢ dans les systémes polymériques liquides puis gélifiés (sous forme de billes) par

deux outils microscopiques (confocale et MEB) en marquant a la fois les cellules et la phase
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protéique pour les observations en confocale.

4.3.1.3 Localisation des cellules de LAB

L'adhésion de cellules bactériennes a une surface ou a une phase organique est
principalement liée a leurs propriétés de surface (Ly et al, 2006a/b ; Ly et al, 2008a/b). Les
interactions non spécifiques, comme les interactions hydrophobes ou électrostatiques, sont
généralement impliquées dans ce type de mécanisme d'adhésion. Ces propriétés sont lices a la
composition de la paroi cellulaires ainsi qu'aux conditions de culture et a 'dge de la culture (Palmer
et al., 2007). Dans cette étude, le caractére acide/base (au sens de Lewis) et le caractere
hydrophile/hydrophobe de la surface des cellules des souches de LAB1, LAB2 et LAB3 ont été
déterminés en utilisant la méthode MATS (Bellon-Fontaine et al., 1996). La charge de surface a,

quant a elle, été déterminée par mesure de la mobilité électrophorétique (Potentiel Zéta).

4.3.1.3.1 Caracteéristiques. physico-chimiques des souches de LAB

dlinteréts

La méthode MATS (d'aprés Bellon-Fontaine et al.,, 1996) permet de déterminer le caractere
acide/base (au sens de Lewis) et le caractére hydrophobe/hydrophile de la surface de cellules
microbiennes. Elle compare les affinités des cellules pour deux solvants monopolaires : acide
(accepteur d’¢électrons), le chloroforme et basique (donneur d’électrons), I’éther ; et deux solvants
apolaires, I'hexane et I'hexadécane, tous deux ayant les mémes composantes de Van Der Waals. Le
caractéere donneur d’électrons (base de Lewis) des cellules microbiennes est déterminé par la
comparaison de D’affinit¢ des cellules avec le chloroforme (acide, accepteur d’¢lectrons) et
I’hexadécane (apolaire). Si la différence entre le pourcentage d’adhésion au chloroforme et celui a
I’hexadécane est positive, le caractére des souches étudiées est jugé basique. En outre, le caractere
accepteur d’électrons (acide de Lewis) des microorganismes est déterminé en comparant le
pourcentage d’adhésion a 1'éther (basique, donneur d’électrons) et a celui de ’hexane (apolaire) ; si
la différence d’affinité est positive, le caractére des souches étudiées est jugé acide (Chadeau,
2011). Les affinités des cellules de LAB1, LAB2 et LAB3 pour les quatre solvants sont présentées
dans la Figure 4.11.
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Figure 4.11 Affinité des cellules de LAB1, LAB2, LAB3 vis-a-vis de quatre solvants d'apres la
méthode MATS (« Microbial Aadhesion To Solvents ») (n=3).

D’apres ces résultats, ces trois souches ont une forte affinité au chloroforme (A > 20 % (Chadeau,
2011)). La surface des cellules de LAB1, LAB2, LAB3 montrent un caractére hydrophile clair avec
des pourcentages d'affinité avec les solvants apolaires inférieurs a 50 % :

* pour LABI et LAB2 : de I’ordre de 1 % pour I’hexadécane et de 6% pour 1'hexane ;

*  pour LAB3 : de l'ordre de 11 % pour I'hexadécane et de 22 % pour 1'hexane.
Malgré des affinités relativement plus importantes pour la souche LAB3 avec le chloroforme,
I'hexadécance et I'hexane par rapport aux souches LAB1 et LAB2, les souches LAB1, LAB2, LAB3
ont globalement les mémes propriétés de surface d'apres les normes instaurées pour l'interprétation
décrites précédemment pour le chloroforme et les solvants apolaires (Bellon-Fontaine et al., 1996).
De plus, la différence d'affinité entre le chloroforme (solvant monopolaire acide) et 1'hexadécane
(solvant apolaire) nous renseigne sur le caractére électron donneur (caractére basique au sens de
Lewis) de ces trois souches bactériennes, puisque les composantes de Van Der Waals de ces deux
solvants sont identiques (Bellon-Fontaine et al., 1996). Les résultats obtenus montrent que la
surface des cellules des bactéries LAB1, LAB2, LAB3 sont de puissants donneurs d'électrons (base
au sens de Lewis) : A(chloroforme) — A(hexane) > 0 et A(éther) — A(hexane) < 0.

Giaouris et al., en 2009, ont testé 50 souches de Lactococcus lactis pour déterminer leurs
propriétés de surface en utilisant la méthode MATS (solvants : chloroforme et hexadécane). Ils ont
montré une grande variabilité entre les différentes souches pour 1'affinité avec 1'hexadécane. Ils ont
expliqué cela par une possible incidence de l'origine des souches (animale, végétale, humaine).
Néanmoins, la plupart des souches testées ont une surface avec une propriété hydrophile claire
(affinité avec 1'hexadécane inférieure a 40 %). Les trois souches testées LAB1, LAB2, LAB3
donnent la méme réponse. De plus, les surfaces de la majorité du pool de 50 souches testées par

Giaouris ef al. (2009) ont montré un caractére de donneur d'électron, résultat aussi trouvé pour les
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trois souches LAB1, LAB2, LAB3. Cette propriété de basicité au sens de Van Der Waals a aussi été
rapportée par Ly et al. (2006b) sur 20 souches de Lactococcus lactis avec également une surface
hydrophile. Giaouris et al. (2009) ont remarqué que la surface hydrophile de leurs souches avaient
une concentration en polysaccharides deux fois plus €élevée que la concentration en protéines. Ils ont
expliqué que le caractére hydrophile des surfaces était a corréler avec la concentration en azote ou
en carbone et était inversement proportionnel a la concentration en oxygene de la paroi cellulaire
externe. Par ailleurs, le caractere €lectron-donneur d’une souche peut étre attribué a la présence de
groupements basiques exposés a la surface cellulaire, comme les groupements carboxylates (COO")
et phosphates (PO.) des phospholipides, les lipoprotéines et les lipopolysaccharides ou les
fonctions amines (NH.) (Boonaert et Rouxhet, 2000). Les groupements carboxylates et phosphates
joueraient donc un réle prédominant dans la détermination de la charge négative de la surface
cellulaire.

Les cellules de LAB1, LAB2 et LAB3 ont été récupérées en phase stationnaire d'une culture en
anaérobiose dans du milieu MRSy, pour réaliser la méthode MATS. Boonaert et Rouxhet, en 2000,
ont mesuré les propriétés de surface (hydrophobicité et charge de surface) de cellules récupérées en
phase exponentielle et en phase stationnaire. Sur une souche de Lactococcus lactis subsp. lactis et
une souche de Lactobacillus helveticus, aucune différence n'a été montrée entre les propriétés des
cellules récupérées a ces deux phases de croissance. Cette vérification n'a pas été réalisée dans notre
cas. Nos résultats permettent néanmoins d'avoir une idée sur les propriétés de surface des souches
de LAB utilisées pour l'incorporation dans les matrices polymériques. De plus, les cellules
incorporées dans les matrices sont récupérées en fin de phase exponentielle. Les cellules dans les

matrices sont a des stades différents de développement.

Les potentiels Zéta des trois souches de LAB en fonction du pH sont présentés Figure 4.12.
Pour les valeurs de pH comprises entre 4 et 7 (gamme de pH des matrices polymériques incorporant
des cellules de LAB), le potentiel Z&ta varie pour les trois souches entre -20 et -30 mV. Sur cette
gamme de pH, l'alginate de sodium et les caséinates de sodium sont également chargés
négativement (paragraphe 4.1.3) et cela devrait induire d'importantes forces de répulsion
¢lectrostatiques. Néanmoins, les deux sources de biopolymeres sont riches en sel (sodium) et les
contre-ions cationiques en solution pourraient réduire les interactions répulsives par un effet
d'écrantage favorisant ainsi d'autres interactions non spécifiques comme les liaisons hydrogénes ou

les interactions hydrophobes.
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Figure 4.12 Potentiel Zéta d'une suspension de cellules de LAB1, LAB2, LAB3 (8.10° UFC.mL"!)
en fonction du pH dans un tampon imidazole/acétate 8 5 mmol.L-! (n=3).

Ces données vont permettre de discuter de la localisation des cellules dans les matrices
polymeériques. Selon la méthode de MATS, Lactobacillus paracasei LAB1 et LAB2, et la souche de
Lactococcus lactis LAB3 sont des souches hydrophiles avec une surface basique donneuse
d’¢lectrons. Malgré le faible caractére hydrophobe des surfaces de cellules de LAB, la contribution
de telles interactions non spécifiques dans la répartition des cellules dans les systémes polymériques
biphasiques ne peut pas étre exclue. Tandis que l'alginate est une macromolécule trés hydrophile, les
caséinates, comme d'autres protéines, posseédent des groupements hydrophobes le long de la chaine
peptidique dépliée capables de favoriser l'association avec les sites apolaires de la surface des

cellules de bactéries lactiques (phospholipides, protéines intrinseéques).

4.3.1.3.2 Localisation des cellules de LAB dans les svstemes

polvmeériques liquides

La localisation des cellules de LAB dans les mélanges polymériques alginate de
sodium/caséinate de sodium a été mise en évidence par observations microscopiques en utilisant la
microscopie confocale. Les cellules ont été incorporées dans un mélange de composition 1,5 %
(m/m) d'alginate de sodium / 4 % (m/m) de caséinate de sodium / 20 % (m/m) de MRSy liquide a
une concentration de 103 UFC.mL!. Les images présentées sur la Figure 4.13 ont été réalisées juste
apres l'incorporation des cellules dans le mélange. Les cellules ont ét¢ marquées a l'aide du kit
BacLight Live/Dead® (Syto 9, Iodure de Propidium) et les caséinates de sodium par la Rhodamine
B Isothiocyanate (RITC).
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Figure 4.13 Localisation des cellules de LABI, LAB2, LAB3 dans les matrices liquides
alginate de sodium / caséinate de sodium / MRS (1,5/4/20 % (m/m)).

Observations en microscopie confocale (Leica SP2 AOBS (Leica Microsystems, Allemagne)).

Ces observations microscopiques permettent de localiser les cellules bactériennes des trois souches
de LAB dans la phase protéique et/ou aux interfaces (spots verts et rouges dans les zones sphériques
riches en protéines). Trés peu de travaux concernent la distribution de cellules bactériennes dans
des systémes aqueux biphasiques (Millgvist-Fureby et al., 2000 ; Leja et al., 2009 ; Schwarz-Linek
et al., 2010). Comme cela a été mis en avant par Umakoshi et al. (1997), la répartition des cellules
bactériennes dans un systeme biphasique aqueux (Dextran/PolyEthyléne Glycol) est influencée par
différents effets qui agissent de facon indépendante : effets des sels, des ligands, interactions
hydrophobes et électrostatiques. Dans notre étude, I'hypothése serait celle d'une contribution
dominante des interactions hydrophobes considérant que les contributions liées a la présence des
sels et aux interactions électrostatiques sont relativement similaires entre les deux phases. Des
localisations préférentielles de cellules bactériennes ont été observées pour d'autres systémes
biphasiques aqueux : poly(vinyl pyrolidone) (PVP)/dextran (Millgvist-Fureby et al, 2000),
polystyrene sulfonate de sodium ou succinoglycane (2 polyé€lectrolytes anioniques) avec du tampon

phosphate et des cellules bactériennes (Schwarz-Linek et al., 2010). Schwarz-Linek et al., en 2010,
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ont également mis en avant un phénomeéne de déplétion pour expliquer la répartition préférentielle
des cellules bactériennes dans leurs systemes en faveur de la phase contenant le polyélectrolyte
anionique. Ce mécanisme théorise le fait qu'une suspension de particules sphériques peut floculer
quand un polymeére est ajouté au milieu. Si le volume disponible entre deux particules est moins
important que le volume occupé par le polymere, l'espace entre deux particules ne sera plus
accessible au polymere impliquant la flocculation des particules et I'augmentation des interactions
entre molécules du polymere (Tolstoguzov, 2003). Concernant cette étude, si les cellules de LAB
sont considérées comme des particules sphériques, les chaines d'alginate pourraient favoriser la
déplétion des cellules plus intensément que les molécules de caséinate expliquant ainsi l'exclusion

des cellules de la phase continue riche en alginate au profit de la phase riche en protéine.

Cette localisation préférentielle dans la phase protéique et/ou aux interfaces est valable pour
les trois souches étudiées dans les systemes liquides. La concentration cellulaire est donc
localement plus importante que la concentration cellulaire globale du systéme. Or la production
d'actifs antimicrobiens par les LAB est souvent sous le contrdle d'un systtme de « Quorum
Sensing » (QS) (Kuipers et al., 1998). A des densités cellulaires faibles, les bactéries se comportent
comme des microorganismes simples. Elles communiquent par le biais de petites molécules
chimiques d'induction qui sont synthétisées et sécrétées dans le milieu. Elles peuvent donc
percevoir la population totale environnante. Lorsque la concentration de la molécule signal atteint
un seuil critique, 1'expression des geénes et, par conséquent, le comportement de la population totale
sont modifiés (Boyen et al, 2009). Notre systeme biphasique alginate/caséinate permettant de
confiner les cellules de LAB dans la phase protéique pourrait donc déclencher chez les cellules un
mécanisme de QS et augmenter de ce fait l'activité bioprotectrice.

Dans le chapitre 5, 1'évolution microscopique des systémes liquides dans le temps ainsi que, leurs
activités antimicrobiennes et la cultivabilité¢ des cellules de LAB incorporées seront présentés. De
plus, dans la perspective d'une application a la une protection de surface, les systémes ont été
gélifiés. De la méme fagon, la microstructure du réseau gélifié¢ et la localisation des cellules dans ce
réseau ont été étudiées en utilisant la microscopie confocale et la microscopie électronique a

balayage (MEB).

Le systeme biphasiques aqueux alginate de sodium/caséinate de sodium a été gélifié en
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utilisant les propriétés gélifiantes de l'alginate, phase continue pour le mélange de composition
1,5 % (m/m) d'alginate / 4 % (m/m) de caséinate. Dans la littérature, deux méthodes de gélification
sont citées :
* (1) Méthode « externe » ou dialyse : diffusion passive d’ions bivalents gélifiant (notre cas) ;
e (i1) Méthode « interne » : libération in situ d’ions bivalents gélifiant Ca** (introduits sous
forme de sel peu soluble) par gradient de pH obtenu par acidification progressive en utilisant

la glucono-6-lactone (GDL) par exemple.

4.3.2.1 Réseau d'alginate et gel mixte

La planche d'images de la Figure 4.14 présente les microstructures observées en
microscopie confocale et en microscopie ¢€lectronique a balayage des billes d'alginate et
d'alginate/caséinate. Les échantillons observés ont été préparés a partir de billes venant d'étre

gélifiées. Sur ces échantillons, il n'y a donc pas eu de suivi cinétique.
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CHAPITRE 4 : Formulation et caractérisation des mélanges alginate de sodium/caséinate de sodium liquides et gélifiés

A. Bille Alginate 1,5 — MRS 20
A.1 MCBL A.2 MEB

AccV SpotMagn  Det WD b———— 5pum
140kV 37 10000x SE 82 alg-lab3 2

AccN SpotMagn Det WD p———— 20um
140KV 37 2500x SE 82 alglab3 2

B. Bille alginate 1,5 — caséinate 4 — MRS 20

B.1 MCBL (caséinate marquée a la RITC) B.2 MEB

2 T Y s 2 - .
~ AccV SpotMagn Det WD | 20um e lAccV SpotMagn Det WD f———— 5m

120KV B7 2500 82 alg-cas-2 2 %5 140KV 37 10000x SE 82 alg-cas-2
E . o i ] 3 gy " R

Figure 4.14 Observations microscopiques des billes d'alginate et d'alginate/caséinate (composition donnée en % (m/m)).
MCBL, coupe de 10 um aprés fixation au paraformaldéhyde et congélation dans 1'isopentane : A.1, B.1.
MEB, bille déshydratée par la méthode du point critique : A.2, B.2.

O et — :microdomaines de protéine.
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Le modele de gélification de I’alginate communément retenu est le modele dit de « boites a ceufs »
(Lee et al., 2011). Cette organisation particuliere des chaines polyosidiques donne ce réseau typique
visible sur nos images. Les ions Ca?* permettent la jonction entre les zones GG des chaines
polyosides d'alginate. Un réseau tridimensionnel se forme par agrégation de plusieurs chaines
d'alginate.
D'aprés les images A. de la Figure 4.14, le réseau d'alginate est poreux et sa densité varie en
fonction de la zone dans la bille. Auparavant, d'autres auteurs ont observé ce méme type de
structure. La méthode dite externe ou dialyse donnerait des systemes plus hétérogénes que la
méthode interne (Stoppel et al., 2011). Généralement, le gel est plus dense (réseau serré) sur le bord
de la bille et plus ouvert et poreux au centre de la bille (Thu et al., 2000 ; Wright et al., 2009). Cet
effet a également été retrouvé sur nos clichés. Une membrane épaisse et solide a €té mise en
évidence, I'intérieur des billes quant a lui présente de nombreux pores (Figure 4.14 images A.1).
Cette hétérogénéité peut étre expliquée par un mécanisme de gélification rapide et quasi-
irréversible, caractérisé par un site de liaison a forte réticulation des ions, et une vitesse de diffusion
relative entre les ions calcium et les molécules de polymere insuffisante par rapport a la vitesse du
mécanisme de gélification (Thu et al, 1996). Néanmoins, I’augmentation de la concentration en
ions calcium permet d’obtenir des billes moins hétérogenes. Thu et al., en 2000, ont réalisé des
images en résonance magnétique (IRM) de billes d'alginate (de 2,3 mm de diamétre a 1,8 % (m/v)
d'alginate riche en unités G) gélifiées avec 50 et 100 mmol.L-! de CaCl pour étudier la répartition
de la concentration en polymeére. Les billes gélifiées avec une concentration en CaCl> de 100
mmol.L-! (concentration utilisée dans notre étude) ont montré une meilleure homogénéité.
L'hétérogénéité de ce gel peut également étre expliquée par la teneur en unités G et la longueur des
blocs GG déterminée précédemment par l'analyse RMN'H. L'alginate utilisé est principalement
composé d'unités M (75 %), de structure en blocs avec des blocs d'unités G composés d'environ 7
monomeres. Selon Gombotz et Wee, en 2012, pour obtenir des billes avec des propriétés
mécaniques fortes, une meilleure stabilité vis-a-vis des cations, 'alginate doit étre composé de plus
de 70 % d'unités G et la longueur moyenne de ses blocs GG doit étre de plus de 15 unités. Un gel
réalisé a partir d'un alginate pauvre en G sera plus déformable et moins rigide. Méme si d'un point
de vue structurel, ce gel fragile obtenu peut étre un inconvénient, pour la diffusion (1) des
métabolites de la bille vers les cellules, (2) des actifs antimicrobiens des cellules productrices vers
I'extérieur de la bille, la structure de ce réseau poreux pourrait s'avérer étre un avantage.

Concernant les billes d'alginate/caséinate, le réseau d'alginate et celui de caséinate semblent
enchevétrés sur les observations en microscopie confocale et sont difficilement identifiables par le

marquage fluorescent des caséinates (Figure 4.14 images B.1). Néanmoins, a des forts
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grossissements, des zones de formes sphériques fluorescent plus intensément (zones pointées par
des fleches Figure 4.14 image B.1). Dans un premier temps, deux hypothéses peuvent étre
proposées : (1) soit ces zones seraient plus concentrées en protéine, (i) soit cette fluorescence serait
due au relief de la coupe. Les observations en MEB ont permis de valider la premiére hypothése (i).
En effet, sur les images B.2 (Figure 4.14), des zones plus claires riches en protéines (comme des
inclusions) dans le réseau d'alginate typique peuvent étre distinguées (zones cerclées sur les images
B.2 Figure 4.14). La gé¢lification aurait donc permis de fixer l'é¢tat de séparation de phase
instantanément. Aucun travail n'a été publi¢ sur I'étude de microstructure de billes gélifi¢es réalisées

a partir d'un mélange polymérique aqueux biphasique permettant la comparaison avec nos résultats.

Les cellules de Lactococcus lactis LAB3 ont été incorporées dans les mélanges
polymériques avant la gélification. De la méme facon que précédemment, la localisation de ces
cellules a été étudiée en fixant les billes des 1'état initial. Sur ces échantillons, il n'y a donc pas eu de

suivi cinétique.

4.3.2.2 Localisation des cellules dans les systemes polymériques gélifiés

(sous forme de billes)
Deux séries d'expérimentation ont ét¢é menées avec une charge bactérienne initiale
différente : C1, 105-¢ UFC/bille et C3, 1078 UFC/bille. La charge C3 a été utilisée pour visualiser les
cellules de fagon optimale. Pour les observations en microscopie confocale, les cellules de bactéries

lactiques et la phase protéique ont ét¢ marquées, respectivement, en utilisant le fluorochrome

Syto®9 et la RITC. Les images des billes d'alginate et d'alginate/caséinate avec les cellules de

LAB3 sont présentées sur les Figures 4.15 et 4.16.
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I. Bille Alginate 1,5 - MRS 20 - LAB3 C1

1.3 Intérieur (MEB) |

I1. Bille alginate 1,5 — caséinate 4 — MRS 20 - LAB3 C1

f%_
e

I1.1 Image en gris

I1.3 Intérieur

I1.2 Marquage LAB3-Syto®9

Figure 4.15 Observations microscopiques des billes d'alginate et d'alginate/caséinate (composition
donnée en % (m/m)) en présence de cellules de LAB3 incorporées a Cl1
(10 UFC/bille).

MCBL, coupe de 10 um apres fixation au paraformaldéhyde et congélation dans 1'isopentane : 1.1, 1.2, I1.1, 11.2.

MEB, bille déshydratée par la méthode du point critique : 1.3, 11.3.
microdomaines de protéine.

177



II1. Bille Alginate 1,5 — MRS 20 - LAB3 C3

I11.2 (MCBL)

1113 Intérieur (MEB)

IV. Bille alginate 1,5 — caséinate 4 — MRS 20 - LAB3 C3

A J
gris MCBL)  IV.3 Marquage Caséinate-RITC
(MCBL)

IV.2 Image en

IV.4 Intérieur (MEB)

Figure 4.16 Observations microscopiques des billes d'alginate et d'alginate/caséinate (composition
donnée en % (m/m)) en présence de cellule de LAB3 incorporées a C3
(1078 UFC/bille).

MCBL, coupe de 10 um aprés fixation au paraformaldéhyde et congélation dans 1'isopentane : II1.1, II1.2, IV.1, IV.2,

v.a.

MEB, bille déshydratée par la méthode du point critique : I11.3, IV.4.
microdomaines de protéine.
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Les cellules de bactéries lactiques sont connues pour former des chaines ou des diplocoques.
D'aprés les observations en MEB, les cellules de la souche LAB3 forment des diplocoques
observables par exemple sur lI'image III.3 de la Figure 4.16. Sur les images des coupes en
microscopie confocale (images 1.2 et 11.2 Figure 4.15), il semblerait que les cellules de LAB3
soient plutdt regroupées vers le cceur de la bille ou le gel est moins dense. Cette localisation pourrait
s’expliquer par le fait qu’elles aient été amenées vers le centre au fur et a mesure de la progression
du front de gélification.

Dans les billes d'alginate seul, les cellules semblent piégées dans le réseau alginique
tridimensionnel. Cette immobilisation serait de type mécanique, le réseau en se formant entoure les
cellules (image 1.3 Figure 4.15). La formation des billes avec la concentration initiale C3 permet
d'établir le fait que les cellules sont dispersées dans l'ensemble du réseau (image I11.3 Figure 4.16).
Dans le réseau alginate/caséinate, la localisation des cellules est différente. Des microdomaines de
protéine ont pu étre identifiés en clair sur les images en MEB (images I1.3 Figure 4.15) et marqués
par la RITC en microscopie confocale (image IV.3 Figure 4.16). A l'intérieur de ces zones riches en
protéines, les cellules bactériennes ont été mises en évidence. Cela confirme leur affinité pour cette
phase, précédemment observée dans les systémes liquides.

Les microstructures obtenues avec les charges C1 (images II. Figure 4.15) et C3 (images I'V. Figure
4.16) pour le réseau alginate/caséinate montrent quelques différences. Dans le premier cas, les
microdomaines de protéines semblent moins denses que dans le deuxiéme cas. Le pH est un
parametre déterminant dans la stabilité de tels systémes aqueux biphasiques, mais celui-ci a été
mesuré¢ avant gélification dans les deux cas a 5,4. La différence entre ces deux séries
d'expérimentation est la charge initiale de cellules, celle-ci aurait pu également jouer un role en
modifiant I'équilibre structurel du mélange avant gélification.

Les images en MEB peuvent également expliquer la difficulté rencontrée pour 1'observation des
cellules en microscopie confocale sur les coupes. Les cellules ont une longueur de 1 a 2 pm et les
coupes une ¢épaisseur de 10 um. Alors que les cellules doivent se trouver dans cette épaisseur, il a
été difficile de les observer en microscopie confocale notamment pour la charge C1. Les images en
MEB ont montré que les cellules de LAB3 étaient comme enfouies dans les microdomaines
protéiques, d'ou la difficulté de mieux les observer sur les coupes. Les limites de la microscopie
confocale semblent avoir été atteintes pour l'observation d'objets de 1 a 2 um dans ce systéme
complexe et pour le protocole mis en place.

Peu de chercheurs se sont intéressés a I'é¢tude de systémes biphasiques aqueux gélifiés sous forme

de billes incorporant des cellules de bactéries lactiques. Millette e al., 2004, ont immobilisé des
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cellules de Lactococcus lactis ATCC 11454 bioprotectrices dans des billes d'alginate/lactosérum
mais ils n'ont pas étudié les microstructures de tels systémes.

Par rapport a un systeme gélifi¢ avec uniquement de l'alginate, le mélange biphasique
alginate/caséinate permet d'obtenir une structure faite d'un réseau d'alginate gélifi¢ tridimensionnel
classique et de microdomaines protéiques. Les cellules de Lactococcus lactis LAB3 se localisent
dans ces microdomaines protéiques qui leur apportent alors une double protection (couche de
caséinate puis couche d'alginate) et une source potentielle de nutriment puisqu'un grand nombre de
souches de Lactococcus lactis spp. est doté¢ d'une activité protéolytique leur permettant de

métaboliser des protéines (Salminen et Von Wright, 2009).

4.4 Conclusion

D'apres la réalisation des diagrammes de phases a trois pH différents (7,0 ; 6,0 et 5,5) pour
le mélange alginate de sodium/caséinate de sodium et I'é¢tude des microstructures, une formulation a
été retenue pour le confinement des cellules de bactéries lactiques bioprotectrices : 1,5 % (m/m)
d'alginate de sodium / 4 % (m/m) de caséinate de sodium. Cette formulation permet d'avoir un
systéme dans la zone d'incompatibilit¢é du mélange présentant une microstructure s'apparentant a
une émulsion avec une phase continue d'alginate et une phase dispersée de cas€inate de sodium.

Des premiers résultats concernant le potentiel bioprotecteur de tels systemes non gélifiés et
gélifiés immobilisant des cellules de Lactococcus lactis LAB3 ont été présentés. Ils ont révélé la
nécessité d'apporter une source de nutriments aux cellules de bactéries lactiques confinées. En effet,
la production d'actifs antimicrobiens semble liée a la concentration cellulaire. Pour les formulations
avec alginate seul ou alginate/caséinate, gélifiées ou non gélifiées, les cellules de LAB3 ont montré
une meilleure cultivabilité en présence de MRSy de plus de 1 log par mL ou par bille, suivant les
cas, a 8 jours avec un stockage a 30°C. Par conséquent, les meilleures activités antimicrobiennes
ont été mises en évidence pour les mélanges contenant du MRSp. Le milieu MRSy, a été ajouté au
mélange polymérique a 20 % (m/m). L'influence de cet ajout sur I'équilibre du mélange alginate de
sodium/caséinate de sodium a été observée d'un point de vue macroscopique et microscopique.
Dans les deux cas, le milieu MRSy ne semble pas perturber ni la cinétique de déphasage, ni la
microstructure du systéme.

Les cellules de LAB1, LAB2 et LAB3 ont été incorporées dans le mélange 1,5 % (m/m)
d'alginate de sodium / 4 % (m/m) de caséinate de sodium / 20 % MRSy et pour ces trois souches de

deux genres différents (Lacobacillus et Lactococcus), une localisation préférentielle a été observée
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dans la phase protéique que ce soit dans les systémes liquides ou gélifiés. A partir des informations
recueillies par la caractérisation de leurs propriétés de surface par la méthode MATS et la mesure du
potentiel Zéta en fonction du pH (surface hydrophile, donneuse d'électrons (base au sens de Lewis),
chargée négativement), plusieurs hypotheéses peuvent étre formulées quant a la localisation
préférentielle des cellules. Celle-ci pourrait étre due a des interactions hydrophobes. Méme si le
faible caractére hydrophobe des surfaces de cellules de LAB a ¢ét¢ démontré, la contribution de
telles interactions non spécifiques dans la répartition des cellules dans les systémes polymériques
biphasiques ¢tudiés ne peut pas €tre exclue. L'alginate est une macromolécule trés hydrophile, mais
les caséinates, comme d'autres protéines, possedent des groupements hydrophobes le long de la
chaine peptidique dépliée capables de favoriser I'association avec les sites apolaires de la surface
des cellules de bactéries lactiques (phospholipides, protéines intrinseques). Une seconde hypothése
est liée au phénomene de déplétion. Si les cellules de LAB sont considérées comme des particules
sphériques, les chaines d'alginate pourraient favoriser la déplétion des cellules plus intensément que
les molécules de caséinate expliquant ainsi 1'exclusion des cellules de la phase continue riche en
alginate. Ces hypothéses sont difficiles a discuter du fait du manque de littérature sur des systemes
similaires au notre.

La localisation des cellules de LAB dans ces systémes polymériques pourrait jouer un role majeur
vis-a-vis de la survie et de l'activité antimicrobienne. En effet, cette colocalisation préférentielle
apporte une double protection et les caséinates peuvent aussi €tre vus comme une source potentielle
de nutriment. De plus, la concentration en cellules est localement plus importante que la
concentration globale du systtme. Comme la production d'actifs antimicrobiens et la régulation de
la population se font généralement pour les bactéries lactiques par le mécanisme de « Quorum
Sensing » dont la réponse est liée a la densité cellulaire, cet aspect de confinement est a mettre en

avant pour obtenir une activité bioprotectrice significative.

Au terme du chapitre 3, trois souches de LAB bioprotectrices ont été sélectionnées :
2 souches de Lactobacillus paracasei (LAB1 et LAB2) et une souche de Lactococcus lactis
(LAB3). Ces trois souches ont montré une activité antimicrobienne anti-Listeria spp. due en partie a
des actifs de nature peptidique. A partir des données présentées dans ce chapitre 4 sur le systéme
polymérique de confinement et au chapitre 3 sur les souches de LAB biopotectrices, le dernier
chapitre va étre consacré a 1'étude du potentiel antimicrobien des matrices composées a 1,5 %
(m/m) d'alginate de sodium / 4 % (m/m) de caséinate de sodium / 20 % (m/m) MRS, immobilisant
des cellules de LAB bioprotectrices.
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CHAPITRE 5 : Evaluation de I'activité antimicrobienne des
matrices polymériques, supports des actifs antimicrobiens

produits ex situ et in situ

Ce dernier chapitre porte sur l'activité antimicrobienne des matrices d'alginate et
d'alginate/caséinate, supports des surnageants de culture ou des cellules des souches de LAB
sélectionnées. Le potentiel antimicrobien a été testé suivant la méthode de diffusion sur milieu
gélosé vis-a-vis de trois souches de Listeria spp. : L. innocua LRGIAQI, L. innocua ATCC 33090 et
L. monocytogenes S162. Les matrices contenant les cellules ont été conservées pendant 12 jours a
30°C ou 4°C.

Dans un premier temps, les matrices liquides incluant les cellules de LAB3, LABI ou LAB2 ont été
suivies concernant la viabilité des cellules, ['activité anti-Listeria et la microstructure
(observations au MCBL). Plusieurs facteurs peuvent entrer en jeu pour obtenir une activité
antimicrobienne significative : la densité de la population dans la matrice, la libération des actifs
antimicrobiens des matrices vers le milieu gélosé et la diffusion de ces actifs dans le milieu gélosé.
Pour répondre aux questions concernant la libération des molécules actives des matrices
polymériques, du surnageant de culture a été introduit dans les matrices.

Le travail réalisé avec les matrices liquides a été reproduit avec les matrices gélifiées sous forme
de billes. Pour la souche de Lactococcus lactis (LAB3), des essais ont également été réalisés en

incorporant les cellules dans des gels plans.
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CHAPITRE 5 : Evaluation de l'activité antimicrobienne des matrices polymériques, supports des actifs antimicrobiens
produits ex situ ef in situ

5.1 Activité antimicrobienne des matrices polymériques liquides,
supports des actifs antimicrobiens produits ex situ et in situ

Pour les trois souches sélectionnées LAB1, LAB2, LAB3, les cellules ont été incorporées
dans les matrices d'alginate et d'alginate/caséinate, dans un premier temps liquides, en suivant lors

d'un stockage de 12 jours a 30°C, I'activité anti-Listeria et la survie des cellules de LAB.

5.1.1.1 Suivi de la cultivabilité et de l'activité anti-Listeria

5.1.1.1.1 Souche bioprotectrice.: Lactococcus lactis LAB3

Les cellules de Lactococcus lactis LAB3 ont été incorporées dans les matrices d'alginate et
d'alginate/caséinate contenant du milieu MRSy a deux charges initiales : C1, 108 UFC.mL-! et C2,
10* UFC.mL-!. La cultivabilité des cellules de LAB3 a été mesurée dans chacune des matrices
(Figure 5.1), par un dénombrement classique sur boite de Pétri, pour comparer l'aptitude des

matrices d'alginate et d'alginate/caséinate pour la croissance et la survie des cellules de LAB3.
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CHAPITRE 5 : Evaluation de l'activité antimicrobienne des matrices polymériques, supports des actifs antimicrobiens
produits ex situ ef in situ
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Figure 5.1 Cultivabilité des cellules de Lactococcus lactis LAB3 incorporées dans les matrices
polymériques liquides stockées a 30°C pendant 12 jours.

(0), alginate de sodium a 1,5 % (m/m) + 20 % (m/m) de MRSy

(#), alginate de sodium a 1,5 % (m/m) + caséinate de sodium a 4 % (m/m) + 20 % (m/m) de MRS,

C1 (—), charge initiale en cellules de LAB3 de 108 UFC.mL! ; C2 (- - -), charge initiale en cellules de LAB3 de
10*UFC.mL".

Les valeurs de pH sont inscrites en noir au-dessus des points pour les matrices alg/cas et en gris en-dessous des points
pour les matrices alg.

Pour les deux charges initiales et quelle que soit la composition de la matrice (alg ou
alg/cas), la densité cellulaire maximale atteinte est d'environ 10° UFC.mL"! aprés 24h. Ensuite, la
population diminue au cours des 11 autres jours jusqu'a 107 et 106 UFC.mL!, respectivement, dans
les matrices alg/cas et alg. Les cellules de LAB3 survivent donc mieux dans les matrices alg/cas.
Sanchez-Gonzalez et al., en 2013, ont observé une meilleure survie de cellules de LAB, pendant
30 jours a 4°C et a 75 % d'humidité relative, dans des films de caséinate de sodium et de protéine de
pois par rapport a des films de methylcellulose et d'hydroxypropylmethylcellulose. De la méme
maniere, Gialamas et al., en 2010, ont montré une diminution de moins de 1 log UFC.cm- d'une
population de Lactobacillus sakei incorporée dans des films de caséinate de sodium stockés pendant
30 jours a 25 et 4°C. Concha-Meyer et al., 2011, ont également immobilisé¢ deux souches de LAB
(Carnobacterium maltaromaticum) dans des films d'alginate de sodium contenant de 1'amidon et du
glycérol a une charge initiale de 10773 UFC.cm™. A la suite d'un stockage a 4°C pendant 28 jours
en contact d'une piece de saumon, les deux souches de LAB ont présenté une phase stationnaire. Ils
ont fait I'hypotheése que ce maintien de la viabilité pouvait étre di a la diffusion de nutriments du

saumon vers le film.
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CHAPITRE 5 : Evaluation de l'activité antimicrobienne des matrices polymériques, supports des actifs antimicrobiens
produits ex situ ef in situ

L'effet positif sur la survie de l'ajout de caséinate de sodium a une matrice d'alginate
(formant un systéme aqueux biphasique), montré dans notre cas, pourrait résulter d'un apport
nutritionnel supplémentaire : par exemple, Bury et al., 1998, ont observé que 1'ajout d'une source de
protéine (concentré de lactosérum) dans un milieu de culture stimulait la croissance des LAB.

Les travaux en microscopie présentés au chapitre 4 ont permis de localiser les cellules de LAB dans
le systéme aqueux biphasique alg/cas préférentiellement dans la phase protéique. Il peut en résulter
un effet de protection pendant le temps de stockage di a cet apport nutritionnel mais aussi a un effet
tampon des caséinates.

En effet, une seconde contribution positive des cas€inates ajoutées a l'alginate est une diminution du
pH moins importante que dans les matrices d'alginate uniquement. Cet effet est dii aux propriétés
tampon des caséinates. La diminution du pH dans les matrices est engendrée par la production
d'acides organiques (comme l'acide lactique) par les cellules de LAB3 : la capacité a tamponner le
milieu des caséinates a permis de maintenir un pH aux alentours de 5,0 alors que dans les matrices
d'alginate, le pH est d'environ 4,0 (Figure 5.1). Ce pH moins acide dans les systémes alg/cas

pourrait réduire le stress acide des cellules de LAB favorisant ainsi une meilleure survie.

La survie des cellules viables de LAB3 dans les systémes alg et alg/cas pendant le stockage
est une condition nécessaire mais non suffisante pour obtenir des systémes bioprotecteurs : en effet,
les cellules de LAB confinées doivent également exercer leur activité antimicrobienne vis-a-vis de
Listeria. L'activité antimicrobienne peut étre influencée directement par les cellules bactériennes
(c'est le cas pour la compétition pour l'espace et les nutriments), par des molécules fixées aux
cellules ou des molécules libérées dans I'environnement extracellulaire.

Par conséquent, l'activité antimicrobienne des cellules de LAB3 incorporées dans les
matrices alg et alg/cas a été suivie pendant 12 jours a 30°C par la méthode de diffusion en puits en
milieu gélosé contre L. innocua LRGIAO1 et L. monocytogenes S162 (Figure 5.2). Les mélanges
contenant la charge initiale en cellules de LAB3 la plus élevée (C1, 108 UFC.mL"") ont montré une
activité antagoniste significative vis-a-vis des deux souches de Listeria immédiatement apres
incorporation des cellules contrairement aux mélanges ou la charge initiale était de 10* UFC.mL"!
(C2). Dans ce dernier cas, une zone d'inhibition n'apparait qu'aprés 24h d'incubation lorsque la
population bactérienne a atteint 10° UFC.mL"! (comme présenté Figure 5.1). La charge initiale en
cellules de LAB apparait donc comme un paramétre clé pour l'application bioprotectrice de tels

systémes : une charge initiale en cellules conséquente est nécessaire pour obtenir une activité
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immédiate, alors que pour une activité différée de 24h, une charge initiale moins importante serait
suffisante.

Le fait que, plus la population en cellules de LAB3 est élevée, plus l'activité anti-Listeria est
importante, ceci est a relier au phénomeéne de « Quorum Sensing » (QS). En effet, pour plusieurs
espéces bactériennes et notamment les Dbactéries lactiques, I'excrétion de molécules
antimicrobiennes (en particulier de bactériocines) et I'immunité vis-a-vis de ces mémes composés
sont régulées par un systeme de QS (Czaran et Hoekstra, 2007). Celui-ci permet a la population
bactérienne de libérer et de répondre a des molécules signales ou autoinducteurs (oligopeptides et
autoinducteur 2 produit par LuxS chez les bactéries a Gram-positif (Kleerebezem et al., 1997)). Les
cellules sont capables de détecter la densité de la population bactérienne environnante (théorie des
quotas) grace a un systéme composé de récepteurs et de mécanisme de transduction provoquant la
sécrétion de bactériocines et de facteurs d'immunité pour ces bactériocines produites. Un tel
systeme pourrait expliquer la réponse antimicrobienne immédiate pour les systemes avec la charge
initiale la plus ¢élevée (C1). Cela révélerait un systeme de régulation de la production d'actifs
antimicrobiens dépendant de la densité cellulaire. Ce type de mécanisme a été identifié pour
plusieurs souches de LAB et notamment des souches productrices de bactériocines. Ge et al., en
2011, ont montré que l'activité antimicrobienne de la souche Lactobacillus paracasei HD1.7
dépendait de la densité cellulaire. Une activité antimicrobienne a été détectable des lors que la
densité cellulaire a atteint le seuil de 0,3311 g.L-! de cellules seéches dans le milieu (DO a 600 nm de
0,8). Cette souche est productrice d'une bactériocine, paracine 1.7, qui s'est avérée tre également la
molécule signal d'un systéme de type QS permettant une auto-induction de la production de cette
bactériocine.

En effet, généralement, les peptides autoinducteurs d'un systeme de QS n'ont pas d'autre fonction
que le role de signal. Les bactériocines, quant a elles, peuvent avoir plusieurs réles : molécule
signal, molécule antimicrobienne active, molécule colonisatrice (Dobson ef al., 2012). La nisine est
l'exemple le plus connu : elle est a la fois la molécule signal et la molécule active. Sa synthése est
donc dépendante de la densité cellulaire (Kuipers et al., 1995 ; Garcia-Parra et al.,, 2011). D'autres
cas peuvent étre cités comme la subtiline (produite par une souche de Bacillus subtilis), la
salivaricine Abp118 (produite par Lactobacillus salivarius 1CC18), la plantaricine A (produite par

Lactobacillus plantarum C11).
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Souche cible : Listeria innocua LRGIAO1 Souche cible : Listeria monocytogenes S162

Matrice alginate® (1,5 % (m/m)) (+ 20 % MRS, (m/m))
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Figure 5.2 Zones d'inhibition (Zi (mm)) formées par les matrices polymériques liquides
incorporant des cellules de Lactococcus lactis LAB3 stockées a 30°C pendant 12 jours
contre Listeria monocytogenes S162 et Listeria innocua LRGIAO1 mesurées par la
méthode de diffusion en milieu gélosé (n=3) (lecture des boites test apres 24h).

o, B : Les résultats obtenus dans les matrices alginate et alginate/caséinate forment deux groupes statistiquement
différents d'apres le test statistique Anova (p < 0,05).

Pour une méme composition de matrice, chaque lettre indique un groupe statistique homogeéne selon le test statistique
Anova (p < 0,05).

C1, charge initiale en cellules de LAB3 de 108 UFC.mL"! ; C2, charge initiale en cellules de LAB3 de 10* UFC.mL"'.

* : aucune zone d'inhibition observée.

Apres les premieres 24 heures du stockage a 30°C, l'activité antimicrobienne, sur les deux
souches de Listeria et pour les deux charges en LAB, est régulic¢re sur les 11 autres jours (Figure
5.2). Cependant, il est difficile de déterminer si l'activité antimicrobienne mesurée est due a la
production d'agents antimicrobiens réguliére sur les 12 jours ou a leur production pendant les
24 premicres heures suivie d'une lente diffusion.

Une autre tendance a signaler est l'activité antimicrobienne significativement plus
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importante pour les matrices alg/cas comparée a celle des matrices alg (p < 0,05). Cela semblerait
indiquer que l'activité antimicrobienne observée n'est pas principalement due a un effet pH, puisque,
comme indiqué précédemment, l'acidification de la matrice est plus importante dans le cas des
matrices d'alginate uniquement.
Cette activité anti-Listeria des matrices alg/cas plus importante pourrait étre due a :
* (i), une population bactérienne plus élevée : environ 1 log UFC.mL! de plus que dans les
matrices d'alginate uniquement ;
e (i1), une meilleure libération des composés antimicrobiens de la matrice vers le milieu
gélosé.
De plus, I'effet tampon des caséinates (Figure 5.1) (maintien du pH aux alentours de 5,0 par rapport
a un pH de 4,0 dans les matrices d'alginate) pourrait également avoir un role dans la stabilité des
métabolites antimicrobiens et par conséquent leur action. Par exemple, la lacticine 481 produite par

Lactoccocus Lactis CNRZ 481 est plus stable a pH =7 qu’a pH = 4,5 (Piard et al.,1990).
Pour diversifier l'approche, il était aussi intéressant de pouvoir avoir des résultats avec

d'autres souches de LAB. A partir des souches sélectionnées, les mémes expérimentations ont été

menées sur les deux souches Lactobacillus paracasei LAB1 et LAB2.

5.1.1.1.2 Souches bioprotectrices. . Lactobacillus paracasei LABI et

Les deux taux d'inoculation initiaux qui ont €té testés pour ces deux souches sont les

suivants :

e CI1:10"UFC.mL" pour LABI1 et 10°UFC.mL"! pour LAB2 ;

e (C2:10° UFC.mL!pour les deux souches.
Les populations bactériennes de LABI et LAB2 ont été suivies pendant 12 jours avec un stockage a
30°C et les activités antimicrobiennes des matrices d'alg et d'alg/cas incorporant les cellules de LAB
ont ét¢ mesurées contre deux souches de L. innoccua : innocua LRGIAO1 et innocua ATCC 33090
(Figure 5.3 et Figure 5.4). Il est a noter que sur les Figures 5.3, 5.4 puis 5.10, 5.11, 5.12
(présentées dans la partie gélification (5.2.2)), les analyses (dénombrements et activités
antimicrobiennes) n'ont pas été réalisées a intervalle régulier, les tracés de cultivabilité sont donc

des tendances, il faut se référer aux valeurs.
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Souche cible : Listeria innocua LRGIAO1 Souche cible : Listeria innocua ATCC 33090
Matrice alginate® (1,5 % (m/m)) (+ 20 % MRS, (m/m))
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Figure 5.3 Zones d'inhibition (Zi (mm)) et survie des cellules Lactobacillus paracasei LABI1
incorporées dans les matrices polymériques liquides stockées a 30°C pendant 12 jours
contre Listeria innocua LRGIAO1 et ATCC 33090 mesurées, respectivement, par la
méthode de diffusion en milieu gélosé (n=3) (lecture des boites test apres 24h) et par un

dénombrement sur milieu gélosé.

o, B : Les résultats obtenus dans les matrices alginate et alginate/caséinate forment deux groupes statistiquement

différents d'apreés le test statistique Anova (p < 0,05).

Pour une méme composition de matrice, chaque lettre indique un groupe statistique homogene selon le test statistique

Anova (p < 0,05).

C1, charge initiale en cellules de LAB1 de 10'° UFC.mL"! ; C2, charge initiale en cellules de LAB1 de 10° UFC.mL-!.
Les valeurs de pH sont données le long des courbes de cultivabilité encadrées.

* : aucune zone d'inhibition observée.
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Souche cible : Listeria innocua LRGIAO1 Souche cible : Listeria innocua ATCC 33090
Matrice alginate® (1,5 % (m/m)) (+ 20 % MRS, (m/m))
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Figure 5.4 Zones d'inhibition (Zi (mm)) et survie des cellules Lactobacillus paracasei LAB2
incorporées dans les matrices polymériques liquides stockées a 30°C pendant 12 jours
contre Listeria innocua LRGIAOI et ATCC 33090 mesurées, respectivement, par la
méthode de diffusion en milieu gélosé (n=3) (lecture des boites test apres 24h) et par un
dénombrement sur milieu gélosé.

o, B : Les résultats obtenus dans les matrices alginate et alginate/caséinate forment deux groupes statistiquement

différents d'apreés le test statistique Anova (p < 0,05).

Pour une méme composition de matrice, chaque lettre indique un groupe statistique homogene selon le test statistique

Anova (p < 0,05).

C1, charge initiale en cellules de LAB2 de 10° UFC.mL"! ; C2, charge initiale en cellules de LAB2 de 10° UFC.mL-\.

Les valeurs de pH sont données le long des courbes de cultivabilité encadrées.

* : aucune zone d'inhibition observée.
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Le suivi de la croissance de LABI et LAB2 (Figure 5.3 et Figure 5.4) a permis de montrer
que les deux souches survivaient dans la matrice alginate/caséinate et alginate seul en présence de
MRSy. La charge initiale microbienne C1 de LABI s'est maintenue a 10%1© UFC.mL-! dans les
matrices alg et alg/cas pendant 12 jours alors que celle de LAB2 a chuté a 107UFC.mL-! dans la
matrice alg et a 1078 UFC.mL"! dans la matrice alg/cas. Bevilacqua et al. (2010) ont étudié la survie
d’une population de Lactobacillus plantarum dans un gel d’alginate avec une charge initiale de
107 UFC.mL-l. A 30°C, la population s'est stabilisée pendant 8 jours avant de chuter a
10! UFC.mL"! apres plus de 15 jours.

Avec la charge initiale C2, une multiplication des cellules de LABI a ét¢ observée sur 24 a 48h pour
atteindre la méme charge que dans les matrices chargées initialement avec C1. Différemment de ce
qui a été observé pour la souche Lactococcus lactis LAB3, la population présente dans les matrices
initialement chargées avec C2 se maintient mieux a 1 log supérieur pendant les 12 jours par rapport
a la population des matrices initialement chargées avec C1. Les cellules de LAB1 chargées avec C1
pourraient €tre sujettes a des mécanismes d'auto-inhibition : accumulation d'acide lactique ou
d'autres métabolites toxiques, épuisement des nutriments (Leroy et De Vuyst, 2001). Tomas et al.,
en 2003, ont montré que le métabolisme oxydatif de deux souches, Lactobacillus paracasei
CRL 1289 et Lactobacillus crispatus CRL 1266 était a l'origine de phénomene d'auto-inhibition.
Leroy et De Vuyst, en 2001, ont établi un modéle concernant I'épuisement en nutriments pendant
une culture dans un milieu MRS pour Lactobacillus sakei CTC 494. Selon eux, 1'acide lactique ne
peut pas expliquer seul la réduction du taux de croissance au cours du temps, spécifiquement pour
une valeur de pH de 6,5 ou trés peu de molécules d'acide lactique sous leur forme non-dissociée
toxique sont présentes. Loubiere et al., en 1997, avangaient déja cette hypothese : 1'acide lactique
(produit par une souche de Lactococcus lactis subsp. Lactis) ne serait théoriquement responsable
que de 6 % du phénomene d'auto-inhibition dans un milieu synthétique MS10.

Concernant la souche LAB2, la population des matrices initialement chargées avec C2 a augmenté
sur 24h pour atteindre la méme charge que dans les matrices chargées initialement avec C1. Le
comportement des deux populations est ensuite semblable du jour 1 au jour 12, comme observé

pour la souche LAB3.

En comparant les comportements de cultivabilit¢é des deux souches de Lactobacillus
paracasei LAB1 et LAB2, des différences ont pu étre notées entre les deux souches : la souche

LAB2 a montré un comportement proche de celui déja observé pour la souche Lactococcus lactis
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LAB3 alors que la population de la souche LAB1 a montré une évolution quelque peu différente.
De plus, pour la souche LAB2, une différence de cultivabilité est apparue entre les matrices alginate
et alg/cas avec une différence d'au moins 1 log en faveur des matrices bi-polymériques. Cette
différence a également été¢ mise en évidence pour la souche de Lactococcus lactis LAB3. Gialamas
et al., en 2010, avait également observé un effet positif du caséinate de sodium sur la survie de
Lactobacillus sakei dans leurs films. Concernant la souche LABI, la cultivabilité a ét¢ identique
que ce soit dans les matrices alginate ou alg/cas.

Ces observations montrent la complexit¢ pour généraliser des conclusions. En effet, les
comportements de deux souches de Lactobacillus paracasei, plus proches phylogénétiquement,
s'averent étre différents alors que les comportements de LAB2 et LAB3, deux souches d'especes
différentes, sont semblables (meilleure cultivabilité au cours du temps dans les matrices alg/cas et

méme comportement entre les charges C1 et C2 du jour 1 au jour 12).

Les valeurs de pH des matrices relevées sur les 12 jours décrivent les mémes tendances
qu'observées précédemment pour la souche Lactococcus lactis LAB3 :
* pour la charge Cl, pH~4,0 dans les matrices d'alginate et pH ~ 5,0 dans les matrices
d'alg/cas des 'incorporation et constant sur les 12 jours ;
* pour la charge C2, pH ~ 6,0 a JO quel que soit le type de matrice (alg ou alg/cas) puis méme
tendance que pour la charge C1 de J1 a J12.
Les matrices avec la charge initiale C1 sont acidifiées des l'incorporation des cellules. Cette
diminution du pH est engendrée par la production d'acides organiques (comme l'acide lactique) par
les cellules de LAB. Avant leur incorporation, les cellules ont été lavées a trois reprises dans un
milieu neutre, un bouillon Tryptone-Sel. Ces lavages n'ont pas di éliminer les acides organiques
contenus dans le milieu cytoplasmique. Ces acides seraient libérés dés l'incorporation dans les
matrices pour ré-équilibrer les systémes. En effet, les cellules de LAB maintiennent le pH du milieu
cytoplasmique a un pH plus alcalin que le milieu extérieur d'environ 1 unité¢ de pH. Par exemple,
lorsque le milieu cytoplasmique a un pH de 4,4 pour des lactobacilles, le pH du milieu extérieur est
de 3,5 (Kashket, 1987).
La capacité a tamponner le milieu des caséinates est confirmée permettant de maintenir un pH aux
alentours de 5,0 alors que dans les matrices d'alginate, le pH est d'environ 4,0. Ce pH moins acide
dans les systemes alg/cas pourrait réduire le stress acide des cellules de LAB favorisant ainsi une

meilleure survie. En effet, méme si les cellules de LAB possédent plusieurs mécanismes de
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réponses a un stress acide (expulsion de protons du cytoplasme via une ATPase, réactions de
décarboxylation, réactions de désamination/amidation, conversion de glutamine en glutamate,
déviation du métabolisme du pyruvate) (Serrazanetti et al, 2009), elles sont sensibles aux
changements de pH le temps que ces mécanismes se mettent en place. Par exemple, la souche
Lactococcus lactis subsp. lactis biovar diacetylactis LD61 ne se développe plus a pH = 4,7 dans le
lait (Cretenet ef al., 2011). Bauer ef al. (2012) ont, quant a eux, abaissé le pH a une valeur de 4,5
pour placer la souche Lactobacillus paracasei dans les conditions d'un stress acide. Dans notre cas,
en considérant nos valeurs de pH entre 4,0 et 5,0 selon la matrice, les cellules de LAB subiraient
donc bien un stress acide. Cretenet et al., en 2011, ont fourni un ensemble de données sur le stress
acide de la souche Lactococcus lactis subsp. lactis biovar diacetylactis 1LD61 dans un fromage
pendant 7 jours. Le stress a été progressif ce qui a permis a la souche de mettre en place des
stratégies multiples : entre 2h et 24h, ~530 genes se sont exprimés différemment par rapport a une
croissance dans des conditions « classiques », puis entre 24h et 7 jours, ~200 genes se sont
exprimés différemment. De plus, le niveau de stress dans leur systéme est resté assez faible puisque
le pH a été maintenu a une valeur de 5,9. De plus, un point intéressant a été relevé par ces auteurs :
l'activité protéolytique de la souche a généré des acides aminés dans le milieu qui ont contribué a
son alcalinisation contrariant le phénoméne d'acidification. Dans notre cas, en présence de
caséinate, si nos souches ont des activités protéolytiques, cela pourrait participer a 1'effet tampon

observé.
Les matrices alg/cas et alginate liquide contenant les cellules des souches LAB1 et LAB2
ont également été testées pour leur activité anti-Listeria vis-a-vis de Listeria innocua LRGIAO]1 et

innocua ATCC 33090 (Figures 5.3 et 5.4).

e Vis-a-vis de L. innocua LRGIAO]

Les différents types de matrices ont montré une activité anti-Listeria innocua LRGIAO1
significatives au cours du temps.
Pour chaque charge microbienne, C1 et C2, I’effet antimicrobien des matrices alg/cas et alg a été
comparé¢. Précédemment, il a été montré que la viabilité des cellules de LAB2 est indépendante de
la charge initiale apres 24h, alors que celle de LAB1 est plus importante d'l log environ dans les
matrices initialement chargées avec C2 apres les 24 ou 48 premicres heures. Concernant

I’inhibition, comme cela a été observé pour LAB3, elle dépend de la charge initiale. Elle apparait
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plus importante lorsque la charge initiale des souches est élevée. En effet, dans la matrice alg/cas
dés JO, pour LAB1 avec C1 (10 UFC.mL""), une zone d’inhibition de 6,90 + 0,10 mm a été
observée augmentant progressivement jusqu’a 9,23 + 0,38 mm au jour 12 avec une charge de
8,5 log UFC.mL!. Pour LAB2 (C1 10° UFC.mL!), dans la matrice alg/cas dés JO, une zone de
6,10 = 0,10 mm a été observée augmentant progressivement jusqu’a 8,30 £ 0,10 mm au jour 5 avec
une charge de 8,1 log UFC.mL"!. La population de LAB présente serait donc a lier a cette activité
antimicrobienne. Néanmoins, dans certains cas, l'activité antimicrobienne et la densité cellulaire
n'évoluent pas de la méme fagon. Par exemple, pour la charge initiale C1, pour LAB1, le diamétre a
JO est de 2,50 = 0,45 mm puis, il augmente jusqu'a J5 en atteignant 5,90 = 0,45 mm et enfin il
diminue jusqu'a 4,40+0,51 mm a J12. Cette diminution intervient alors que la population
microbienne augmente d'environ 1 log. Celle-ci pourrait étre due a une perte de certains agents
antibactériens. En effet, les agents de nature protéique pourraient étre dégradés par les activités
protéolytiques des cellules (Miller et Bassler, 2001).

De la méme fagon que précédemment avec la souche LAB3, les diamétres des zones d'inhibition
obtenus avec les matrices d'alginate sont beaucoup plus faibles que ceux obtenus avec les matrices
d'alg/cas. Les résultats forment deux groupes statistiquement différents (p < 0,05). Cela
confirmerait une nouvelle fois que la présence de caséinate favoriserait la libération des molécules
antimicrobiennes produites par des souches de LAB. Pour la souche LABI, notamment, cette
différence ne pourrait pas étre due a un effet « population » puisque la cultivabilité est semblable
dans les matrices alginate et alg/cas.

De plus, I’inhibition de L. innocua LRGIAO1 par les deux types de matrices alg/cas et alg
est plus importante pour celles contenant les cellules de LAB1 par rapport a celles contenant les
cellules de LAB2. Ne produisant pas les mémes métabolites antimicrobiens (Chapitre 3), il semble
logique que les souches de Listeria ne répondent pas de la méme fagon en fonction de la souche de
LAB qui est présente en face d'elle. En effet, la pré-caractérisation des métabolites antimicrobiens a
montré que l'activité antimicrobienne de LAB1 et LAB2 est en grande partie due a des peptides
thermolabiles qui pourraient étre considérés comme des bactériocines de classe III ou IV.
Néanmoins, l'activité des surnageants de culture de LABI1 s'est avérée sensible a l'action de la
protéase d'Aspergillus oryzae alors que celle des surnageants de culture LAB2 est restée intacte
apres le méme traitement.

Une deuxiéme hypothése peut étre avancée : contrairement aux molécules antimicrobiennes

produites par les cellules de LABI, celles produites par les cellules de LAB2 ne sont pas libérées de
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la méme fagon, avec peut-étre des cinétiques plus lentes.

De J1 a J12, les zones d’inhibition obtenues avec les charges initiales C1 et C2 quel que soit
le type de matrice ne forment pas deux groupes statistiquement différents. A JO, le cas est différent,
l'activité dépend de la charge initiale : si les cellules sont incorporées a la charge C1, elles n'ont qu'a
maintenir la population et produisent alors instantanément des actifs antimicrobiens. Lorsqu'elles
sont incorporées a la charge C2, il y a, préalablement a la production d'actifs antimicrobiens, une

phase de multiplication de 24 4 48h.

«  Vis-a-vis de L. innocua ATCC 33090
Les activités anti-Listeria ATCC 33090 de LAB1 et LAB2 avec la charge initiale CI

montrent les mémes tendances que les activités anti-Listeria LRGIAO1. L’effet inhibiteur des LAB1
dans la matrice alg/cas, montre dés JO une zone d’inhibition de 3,66 + 0,17 mm qui augmente a
8,50 = 0,17 mm a J2 puis, qui se stabilise a une valeur de 9,50 + 0,17 mm a J12.

Comparant les deux tests anti-Listeria LRGIAO] et anti-Listeria ATCC 33090 de LAB2 a la
charge initiale C2, la souche LRGIAO1 est moins sensible (pas d’inhibition) aux molécules libérées
par LAB2 au cours de la multiplication cellulaire (premicres 24h) par rapport a la souche
ATCC 33090. Apres ce stade de croissance bactérienne (48h) des LAB, la souche LRGIAO1 devient
plus sensible a la présence de LAB2. Les molécules antimicrobiennes produites et libérées en
premier (acides organiques) auraient donc un effet plus important sur la souche ATCC 33090 que
sur la souche LRGIAO1. Quelle que soit la nature de 1’agent antimicrobien, I’inhibition dépend du
microorganisme cible (Richard, 1996 ; Ramos et al, 2012). Lehrke et al, 2011, ont testé¢ la
sensibilité¢ de deux acides organiques (acide lactique et acide citrique) sur deux souches de Listeria
innocua (CIP 80.11 et ATCC 33090) et leurs sensibilités ont été¢ significativement différentes
(p < 0,05).

L'immobilisation des cellules dans le cas des trois souches de LAB sélectionnées,
LAB1/LAB2/LAB3, permet une libération continue sur 12 jours des substances anti-Listeria. Des
différences de comportements sont apparues en fonction de la souche bioprotectrice, du type de
matrice et de la souche cible. En effet, la production et la libération de molécules antimicrobiennes
par les souches de LAB sont connues pour étre variables avec des facteurs tels que la composition
du substrat, la densité cellulaire et la cinétique de population (Tagg et Wannamaker, 1978 ; Holck et

al., 1992 ; Stoyanova et Levina, 2006). Néanmoins, des tendances observées sur au moins deux
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souches a la fois peuvent étre énonceées :

* une meilleure cultivabilité¢ dans les matrices alg/cas ;

* une meilleure activité antimicrobienne dans les matrices alg/cas ;

* une modulation de I'activité antimicrobienne sur les premiéres 24h possible en jouant sur la

charge initiale.

Les zones d'inhibition qui viennent d'étre présentées ont ét¢ mesurées apres 24h d'incubation des
boites test pour permettre la croissance de Listeria spp. Méme si ces boites ont été préalablement
placées a 4°C pendant 3h pour permettre la diffusion des substances antibactériennes des matrices
vers la gélose, il a été remarqué qu'en 24h, la diffusion des actifs n'était pas complete. Les boites ont
alors également été lues apres 48, 72, 96 jusqu'a 120h pour certaines afin d'étudier 1'impact sur les

activités antimicrobiennes de la diffusion des actifs antimicrobiens des matrices vers la gélose.

5.1.1.2 Libération des actifs antimicrobiens en fonction du temps

Lorsque les zones d'inhibition sont mesurées au-dela des 24h d'incubation de Listeria spp.,
une augmentation du diamétre est observée quelle que soit la souche de LAB, la souche cible et le
type de matrice (alg ou alg/cas) (Figure 5.5). Cette augmentation refléte la libération progressive
des actifs antimicrobiens contenus dans les matrices. De plus, il se peut que les cellules de LAB
continuent a produire des actifs antimicrobiens pendant ce temps d'incubation. Apres 24h
d’incubation des boites de test, il n’y a pas eu d’inhibition de Listeria innocua LRGIAO1 par la
souche LAB2 a JO et J1, alors qu’apres 120h a 30°C d’incubation des boites de test, des zones ont
¢été visibles de 2,12 £ 0,08 mm a JO et 3,45 £ 0,20 mm a J1 (Figure 5.5). Les échantillons du jour 0
présentent un profil différent des autres jours qui sont plus linéaires. Les métabolites antimicrobiens
libérés a JO et aux autres jours sont, peut-&tre, de nature différente. Quelle que soit la charge C1 ou
C2, ces profils sont identiques (données non montrées).

Ces profils ont été réalisés pour une méme concentration en agar dans le milieu gélos¢ et une méme

charge initiale en cellules de la souche cible.
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Figure 5.5 Libération des actifs antimicrobiens des matrices polymériques liquides (chargée

LAB2 vers la gélose :

initialement avec Cl1) contenant des cellules de Lactobacillus paracasei LAB1 et
mesure des diametres des zones d'inhibition en fonction du
temps d'incubation des boites test vis-a-vis de deux souches de Listeria innocua (n=3).
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Les études concernant la libération d'actifs antimicrobiens d'une matrice vers un milieu
donné visant a la bioprotection ont généralement été menées pour la nisine (dans 'agar (Blom et al.,
1997), dans l'agarose (Sebti et al., 2004), dans un milieu modéle de fromage (Aly et al., 2011)).
Sebti et al., en 2004, ont montré que la diffusion de la nisine dans l'agarose suivait la deuxiéme loi
de Fick. Néanmoins de nombreux facteurs peuvent intervenir. Blom et al., en 1997, ont comparé la
diffusion de la nisine dans 1'agar (en mesurant les diameétres des zones d'inhibition) en fonction de
plusieurs facteurs intrinseques : le pH, la charge en cellules cibles, la concentration en acides gras,
en NaCl, et en agar. Les diameétres des zones d'inhibition de la nisine ont diminué avec
I'augmentation des valeurs de pH, de la charge en cellules cibles et de la concentration en agar. Ils
ont également croisé l'effet des facteurs deux a deux et les diametres des zones d'inhibition ont
augmenté lorsque la charge en cellules et la concentration en agar sont ¢élevées. Cette étude montre
toute la complexité du phénoméne. De plus, en testant 5 bactériocines différentes (pediocine PA-1,
piscicoline, sakacine P, nisine, sakacine A), ils ont obtenu des profils de réponses différents pour
chacune d'entre elle.

Dans notre cas, une multitude d'actifs antimicrobiens sont produits au cours du temps, il est difficile
de tirer des conclusions, hormis que la libération est continue sur au moins 120h. D'un point de vue
applicatif, cet aspect n'est pas a négliger permettant une action sur les souches cibles durable dans le
temps. Pour une méme souche cible, et une méme souche de LAB, les profils de libération sont
semblables entre les matrices d'alginate et d'alginate caséinate entre 24h et 120h. Néanmoins,
comme vu précédemment, l'activité antimicrobienne présente aprés une incubation de 24h reste
meilleure pour les matrices d'alginate/caséinate. La désorption des actifs antimicrobiens est plus
rapide sur les premieres 24h pour les matrices d'alginate/caséinate. Entre 24h et 120h,
l'augmentation du diametre de la zone d'inhibition est du méme ordre entre matrices d'alginate et
d'alginate/caséinate. Par exemple, a J8, le diamétre des zones d'inhibition obtenues pour les matrices
contenant les cellules de LABI1 contre L. innocua LRGIAO1 augmente de 2 mm pour les deux
compositions de matrices.

L'activité antimicrobienne des matrices polymériques incluant les cellules de LAB dépend donc a la
fois du mécanisme de désorption des actifs antimicrobiens de la matrice et de la diffusion dans le
gel d'agar contaminé (qui devrait simuler une matrice alimentaire). Un autre élément a €tudier est le
suivi de la localisation des cellules dans les matrices polymériques au cours du temps. En effet, dans
le chapitre 4, la localisation préférentielle des cellules de LAB dans la phase protéique a été

démontrée immédiatement apreés incorporation. De la méme fagon, la microstructure des mélanges
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alg/cas chargés initialement avec la plus forte concentration cellulaire (C1) a été suivie sur 12 jours

avec un stockage a 30°C.

5.1.1.3 Suivi de la microstructure des matrices polymériques
alginate/caséinate et de la répartition des cellules dans les phases alginique
et protéique
Cette étude en microscopie a permis de déterminer la répartition entre la phase alginique et
protéique des cellules viables et non viables au cours du temps, par un marquage des cellules avec
le kit BacLight Live/Dead”. De plus, les données de viabilité (déterminée a partir des images de
microscopie) et de cultivabilité (dénombrement classique sur boite de Pétri) ont pu étre comparées.
La Figure 5.6 présente les images de microstructures des mélanges alg/cas liquides avec la
composition type pour les 3 souches de LAB sélectionnées.

Lactobacillus paracasei LAB1

Jour 0 Jour 1

Lactobacillus paracasei LAB2

Jour 0 Jour 2 Jour 5 Jour 8 Jour 12

Lactococcus lactis LAB3

Jour 0 Jour 1 Jour 2 o Jour 5 Jour 8 Jour 12

Figure 5.6 Observations microscopiques en MCBL des cellules de LAB (marquées par le kit
BacLight Live/Dead®) dans les matrices alg/cas liquides stockées 12 jours a 30°C.
Matrice alg/cas : 1,5 % (m/m) d'alginate de sodium + 4 % (m/m) de caséinate de sodium + 20 % (m/m) MRS.
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Pour les deux souches de Lactobacillus paracasei, la microstrucutre du systeme de type émulsion
reste inchangée pendant les 12 jours. Par contre, pour la souche de Lactococcus lactis LAB3, les
gouttelettes de caséinates deviennent irrégulieres et plus morcelées comme si les cellules avaient
consommé cette source d'azote entre le jour 5 et le jour 8. L'activité protéolytique des cellules de
LAB ont ét¢ mises en avant principalement pour l'espéce Lactococcus lactis (Hugenholtz et
Kleerebezem, 1999). La souche Lactococcus lactis LAB3 pourrait donc faire partie de ces souches
de Lactococcus lactis qui sont capables de se servir des caséinates comme une source d'azote,
expliquant ainsi la déstructuration de la matrice polymérique alg/cas. Pour les deux souches de
Lactobacillus paracasei LAB1 et LAB2, l'observation de la microstructure sur 12 jours de la

matrice polymérique alg/cas ne permet pas d'apporter d'éléments sur un tel mécanisme.

La réalisation d'un programme d'analyse d'images avec le logiciel Volocity 6.2.1%

(PerkinElmer, Etats-Unis) a permis de compter les cellules viables et non viables (mises en
évidence par le marquage en fluorescence) présentes dans la phase protéique et alginique au cours

du temps en discriminant chacune de ces phases (Figure 5.7).
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Figure 5.7 Répartition des cellules de LAB dans la phase alginate et protéique des mélanges alg/cas
stockés 12 jours a 30°C et comparaison cultivabilité/viabilité.
Matrice alg/cas : 1,5 % (m/m) d'alginate de sodium + 4 % (m/m) de caséinate de sodium + 20 % (m/m) MRSy.

mdans phase cas  Wdans phase alg 4 viabilité  # cultivabilité
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Sur les 48 premieres heures, les cellules viables dominent et sont clairement dans la phase
protéique pour les 3 souches. A partir du jour 5, il y a une inversion, le pourcentage de cellules non
viables devient plus élevé. Néanmoins, le peu de cellules viables reste localisé dans la phase
protéique. Les cellules non viables quant a elle ont une répartition plus aléatoire et différente en
fonction de la souche. Pour les coques LAB3, la répartition des cellules non viables est aléatoire. De
plus, entre jour 5 et jour 8, la phase protéique se désorganise, libérant peut-étre des cellules plus
facilement dans la phase alginique que si la structure était restée intacte. Pour les bacilles LABI et
LAB2, les cellules non viables restent majoritairement localisées dans la phase protéique. Cela peut
étre di au fait que la structure reste inchangée sur les 12 jours, les cellules de Lactobacilles méme
non viables restent dans les gouttelettes de cas€inates.

La détermination de la viabilité¢ des cellules par le marquage permet aussi de comparer le
résultat avec celui obtenu par dénombrement sur milieu gélosé. En effet, le dénombrement sur
milieu gélosé peut mener a une sous-estimation de la population bactérienne (Zotta et al., 2009).
Celle-ci peut étre due a la formation de chaines ou de massifs de cellules mais aussi a I'apparition de
cellules dites viables non-cultivables (VNC) suite a l'exposition a un stress. Ces cellules VNC
peuvent étre définies comme des cellules qui ne sont pas cultivables sur des milieux
microbiologiques standards car elles sont incapables de supporter le mécanisme de division
cellulaire exigé pour former des colonies réguliére sur un milieu gélosé. Néanmoins, elles
maintiennent un potentiel d'activité métabolique au niveau de la cellule unique (Zotta et al., 2009).
Cette population de cellules VNC peut apparaitre a la suite d'un stress, les cellules ayant subi des
modifications non Iétales comme des dommages au niveau de la membrane cellulaire ou une
perméabilisation de la membrane réversible ou éphémere (Rault ez al., 2007).

Pour la souche de Lactococcus lactis LAB3, les valeurs de viabilit¢é et de cultivabilité sont
confondues (Figure 5.7). En revanche, pour les deux souches de Lactobacillus paracasei, il y a
généralement 1 log de différence en faveur du nombre de cellules viables (déterminé par comptage
en microscopie apres marquage avec le kit Live/Dead) par rapport au nombre de cellules cultivables
(déterminé par le dénombrement sur gélose). D'autres auteurs ont rapporté une viabilité estimée par
microscopie généralement plus importante que celle déterminée par dénombrement sur milieu
gélosé (Auty et al., 2001 ; Mesa et al., 2003 ; Baena-Ruano et al., 2006 ; Gatti ef al, 2006 ; Moreno
et al., 2006). Moreno et al., en 2006, ont montré par leurs résultats que le dénombrement sur milieu
gélosé¢ donnait des valeurs de viabilité dix fois plus faibles en comparaison d'un comptage par

marquage fluorescent en microscopie. Les cellules de LAB confinées dans les matrices
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polymériques sont exposées a certains stress comme par exemple le stress acide (pH compris entre
5 et 4 selon la composition de la matrice). Néanmoins, en-dessous dun pH = 5, la plupart des LAB
sont capables de mettre en ceuvre un systeme de Tolérance a 1'Acide (TA) qui leur permet de
survivre et de continuer a faire fonctionner leur métabolisme (Van de Guchte ef al., 2002). La
différence entre le nombre de cellules viables et cultivables pour les souches de Lactobacillus
paracasei pourrait alors représenter le nombre de cellules VNC. Cette nouvelle population peut étre
un mécanisme de réponse aux changements de conditions environnementales (Hayes et Low, 2009).
Le double marquage du kit Live/Dead, discriminant les cellules viables des cellules mortes sur la
base de leur intégrit¢ membranaire, a ét¢ utilis¢é avec succes dans de nombreuses études sur
différentes cultures microbiologiques (Zotta et al, 2009). Cependant, des nuances ont pu étre
apportées par Zotta et al. (2009) : méme s'ils ont trouvé une concordance des résultats entre la
viabilité mesurée par marquage fluorescent et celle mesurée par un dénombrement sur milieu gélosé
pour des cellules ayant subi un stress osmotique ou acide, la mesure de la viabilité via le marquage
a donné une valeur sous-estimée pour des dommages causés par un stress oxydatif en comparaison
toujours a un dénombrement sur milieu gélosé.

Les deux méthodes utilisées ici pour le comptage des cellules de LAB confinées dans les matrices
ont révelé la complexité de 1'état physiologique des cellules et I'hétérogénéité des populations dans
une culture. De plus, elles ont également permis d'éviter les sous-estimations ou, du moins, de

vérifier les résultats obtenus par la méthode de dénombrement en gélose.

5.1.2 Libération des actifs antimicrobiens : activite anti-Listeria des

Les matrices alg/cas incorporant des cellules de LAB ont montré un potentiel bioprotecteur
plus important que les matrices alginiques. Deux hypothéses peuvent expliquer ce phénomene : une
population bactérienne plus élevée et/ou une meilleure libération des composés antimicrobiens de la
matrice vers le gel de gélose. Pour vérifier cette derniere hypothése, les surnageants de culture de
LAB ont été ajoutés aux matrices alg et alg/cas et leur activité antimicrobienne contre Listeria spp.

a été déterminée par la méthode de diffusion en puits en milieu gélosé.
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5.1.2.1 Activité antimicrobienne des matrices liquides d'alginate et
d'alginate/caséinate incorporant des surnageants de culture de Lactococcus

lactis LAB3 récupérés a différents temps de culture

Les surnageants de culture de la souche Lactococcus lactis LAB3 (récupérés a partir d'une
culture a 7, 9, et 24h, dans MRSy a 30°C en conditions d'anaérobie) ont ét¢ incorporés a 20 %
(m/m) dans des matrices liquides d'alginate et d'alginate/caséinate. Leurs activités antimicrobiennes
respectives ont été déterminées par la méthode de diffusion en puits en milieu gélosé (Tableau 5.1).
De plus, la comparaison de l'incorporation de surnageants natifs et de surnageants neutralisés a
permis également d'obtenir des informations concernant la contribution des acides organiques et des
autres métabolites antimicrobiens (probablement des composés de type bactériocines (d'aprés la
discussion du chapitre 3)).

Pour interpréter ces résultats, 'addition de deux phénomenes est a prendre en compte :

* (1), la libération des métabolites antimicrobiens des matrices polymériques vers le milieu

gélosé ;

* (2), la diffusion des métabolites antimicrobiens dans le milieu gélosé.
En effet, comme attendu, les diamétres des zones d'inhibition sont beaucoup plus faibles que ceux
mesurés apres l'action directe des surnageants de culture (Chapitre 3.), car seulement 20 % (m/m)
de surnageant a ¢été incorporé dans les matrices. Pour rappel, un surnageant de Lactococcus lactis
LAB3 (récupéré a 24h d'une culture dans MRSy a 30°C en conditions d'anaérobie) a donné une zone
d'un diametre compris entre 14 et 16 mm contre L. monocytogenes S162. De plus, dans le cas de
l'incorporation du surnagent dans la matrice, les interactions entre molécules antimicrobiennes et
alginate ou alginate/caséinate peuvent limiter ou entraver leur libération de la matrice vers le milieu

gélosé.
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Tableau 5.1 Activité antimicrobienne contre Listeria innocua LRGIAO1 et Listeria monocytogenes
S162 des matrices liquides incorporant des surnageants de culture de Lactococcus

lactis LAB3.
Matrice Surnageant  Temps (h) pH Zi (mm)
L. innocua LRGIAO1 L. monocytogenes S162
Alginate® Natif 7 49 2,52+0,2049 391+£021°¢
9 47  3,52+0,50° 5,11 +0,38"
24 43 331+0,46°% 5,57+0,26°
Neutralisé 7 7,1 2,48+0,08 ¢ 3,17+ 0,42
9 6,8 3,07+0,33¢ 5,13+0,50
24 6,8 2,71+0,399 6,830,532
Alginate-caséinate  Natif 7 58 3,99+025F° 4,99 +032°¢
9 56 5,03+041°€ 6,35+0,16 ¢
24 53 535+0,019¢ 6,45+0,19"
Neutralisé 7 6,6 0,000,008 4,79 £0,20°¢
9 6,6 4,95+028°¢ 6,81 +£0,112"
24 6,6 5,71+020°Y 7,34 +0,16

Les surnageants de culture ont été récupérés a 7 (début de phase exponentielle), 9 (milieu de phase exponentielle) et
24 h (phase stationnaire), d'une culture dans MRSb a 30°C en conditions d'anaérobie.

Matrice alginate : 1,5 % (m/m) alginate de sodium + 20 % (m/m) surnageant de culture.

Matrice alginate/caséinate : 1,5 % (m/m) alginate de sodium + 4 % (m/m) caséinate de sodium + 20 % (m/m)
surnageant de culture.

o, B : Les résultats obtenus dans les matrices alginate et alginate/caséinate forment deux groupes statistiquement
différents d'apres le test statistique Anova (p < 0,05).

Pour une méme composition de matrice, chaque lettre indique un groupe statistique homogene selon le test statistique
Anova (p < 0,05).

Comme observé précédemment concernant l'activité antimicrobienne directe des
surnageants de culture (Chapitre 3), les diametres d'inhibition augmentent ou se stabilisent lorsque
le temps de prélevement du surnageant augmentent. Les deux diminutions apparentes contre la
souche de L. innocua LRGIAO1 pour l'activité des matrices d'alginate avec les surnageants a 9 et
24h ne sont pas statistiquement significatives (p > 0,05) et les activités sont donc considérées
comme constantes. Les activités antimicrobiennes des matrices d'alginate vis-a-vis de la souche
L. innocua LRGIAO1 sont donc semblables quel que soit le temps de préleévement du surnageant
incorporé.

Les zones d'inhibition obtenues avec les matrices contenant les surnageants neutralisés sont
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similaires a celles obtenues avec les matrices contenant les surnageants natifs : pour les deux types
de matrices, les résultats avec surnageants natifs et surnageants neutralisés ne forment pas deux
groupes statistiques différents (p > 0,05) suggérant que la contribution des acides organiques est

limitée.

Globalement, les matrices alg/cas contenant les surnageants de culture ont une activité
antimicrobienne significativement supérieure a celle des matrices alginiques (p = 0,003). En
présence de caséinate, la libération des actifs antimicrobiens produits par cette souche LAB3 est
meilleure. Cela peut étre 1i¢ a (i) des effets d'interactions entre les composants de la matrice et les
molécules antimicrobiennes, et a (ii) des effets de structures de la matrice. Cependant, le mécanisme
de diffusion des métabolites antimicrobiens ne peut pas étre déterminé. En effet, les surnageants
contiennent une grande variété de composés actifs mais aussi des résidus des molécules nutritives
de milieu de culture, et chaque élément capable d'adsorber les molécules antimicrobiennes peut
influencer leur diffusion et donc leur efficacité¢ (Blom et al., 1997).

L'ajout de caséinates aux matrices facilite la libération des actifs antimicrobiens de la matrice vers
le milieu gélosé. Cette démonstration a été faite pour la souche LAB3 productrices de ces propres
actifs antimicrobiens. Comme chaque souche de LAB produit ces propres actifs antimicrobiens, il
¢tait intéressant de faire le méme travail avec les autres souches de LAB sélectionnées pour

diversifier I'approche.

5.1.2.2 Comparaison des activités antimicrobiennes des matrices liquides
d'alginate, de caséinate et d'alginate/caséinate incorporant des surnageants

de culture de trois souches de LAB

\

Les surnageants de culture des souches LAB1, LAB2, LAB3 (récupérés a partir d'une
culture de 24h, dans MRSy a 30°C en conditions d'anaérobie) ont été incorporés a 20 % (m/m) dans
des matrices liquides d'alginate, de caséinate et d'alginate/caséinate. Leurs activités
antimicrobiennes respectives ont été déterminées par la méthode de diffusion en puits en milieu
gélosé vis-a-vis de trois souches de Listeria spp. : Listeria innocua LRGIAO1, innocua

ATCC 33090 et monocytogenes S162 (Figure 5.8).
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Figure 5.8 Activité anti-Listeria innocua LRGIAO1, innocua ATCC 33090 et monocytogenes S162
des surnageants de culture (neutralisés et non (SN et S)) de 3 souches de LAB
incorporés a 20 % (m/m) dans les matrices polymériques par la méthode de diffusion en
puits en milieu gélosé (n=3).

Matrice alg : 1,5 % (m/m) d'alginate de sodium + 20 % (m/m) MRS,.

Matrice cas : 4 % (m/m) de caséinate de sodium + 20 % (m/m) MRSy.

Matrice alg/cas : 1,5 % (m/m) d'alginate de sodium + 4 % (m/m) de caséinate de sodium + 20 % (m/m) MRSy,

Pour une méme souche de LAB, chaque lettre indique un groupe statistique homogéne selon le test statistique Anova
» <0,05).

Les surnageants des trois souches de LAB incorporés dans les différents mélanges
polymériques ont tous une activité contre les trois souches de Listeria spp. testées. Les zones
d'inhibition obtenues avec ces trois souches de LAB ne forment pas trois groupes statistiques
différents (p > 0,05). Malgré les différences de souches et donc de métabolites antimicrobiens
produits, comme l'ont montré les tests thermiques et enzymatiques réalisés sur les surnageants de
culture (Chapitre 3), leur activité anti-Listeria est semblable.

Néanmoins, la composition de la matrice influence la diffusion des agents antimicrobiens comme
remarqué précédemment pour la seule souche LAB3. Dans la matrice d'alginate seul, la libération
est moins importante que lorsque les mémes surnageants sont placés en matrice alg/cas ou caséinate
seule. A titre d'exemple, le surnageant de LAB3 non neutralis¢ en matrice alg inhibe L.innocua

LRGIAO1 avec un diameétre de 4,67 = 0,33 mm alors que dans la matrice alg/cas, il inhibe avec un
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diametre de 6,47 = 1,23 mm. De méme, ce phénomene est retrouvé pour LAB2 contre L. innocua
LRGIAO1 ou le diametre d'inhibition du surnageant non neutralisé est de 6,67 = 1,31 mm dans alg
et de 7,96 + 0,62 mm dans alg/cas. La libération des agents antimicrobiens produits par ces LAB est
donc plus favorable en présence de caséinate dans la matrice. Cela pourrait s'expliquer par les
différences d'interactions mises en jeu dans un systeme d'alginate seul, dans un systéme de caséinate
seule et dans un systéme alg/cas. Mais il reste difficile de faire une hypothése précise puisque les
agents antimicrobiens sont de natures diverses (acides organiques, peptides, peroxydes, ...) non
identifiés précisément et non quantifiés.

Lors de l'incorporation de surnageant neutralisé dans les matrices, 80 % ou plus de l'activité
anti-Listeria obtenue en comparaison avec les matrices incorporant des surnageants non neutralisés
sont conservés. Comme montré précédemment, cela confirme que l'activité antimicrobienne n'est
pas due uniquement a 1'abaissement de pH par production d'acide(s) organique(s).

De plus, les surnageants Lactococcus lactis LAB3 ont montré une activité antimicrobienne plus
homogene en fonction des différents supports avec seulement la formation de 5 groupes statistiques

différents (Figure 5.8).

D'apres ces résultats d'incorporation des surnageants de culture dans les matrices, pour les
trois souches de LAB bioprotectrices sélectionnées, les métabolites antimicrobiens produits
diffusent mieux vers le milieu gélosé en présence de caséinates. Deux hypothéses avaient été
énoncées pour essayer d'expliquer l'activité anti-Listeria plus importante des matrices alg/cas
contenant les cellules de LAB. Ces matrices permettent une meilleure survie des cellules or la
production d'actifs antimicrobiens pour les LAB est généralement liée a un systéme de QS, systéme
dont la réponse est fonction de la densité cellulaire. La deuxiéme hypothése concernant les
propriétés libératrices des différentes matrices est donc a prendre en compte également. Les
systemes contenant des caséinates ont un potentiel bioprotecteur supérieur du fait a la fois du
maintien de la cultivabilité des cellules de LAB bioprotectrices et d'une meilleure libération des

actifs antimicrobiens des matrices vers le milieu gélosé. A ce jour, aucun article traitant de tels

systémes polymériques permettent d'étoffer ces hypotheses.

De la méme fagon, les expérimentations visant a évaluer le potentiel bioprotecteur des
matrices contenant les cellules de LAB ont été reproduites apres gélification des matrices par la

méthode instantanée par ajout d'ions bivalents Ca?* permettant la gélification de la phase continue
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d'alginate. D'un point de vue applicatif, la gélification pourrait permettre une meilleure adaptation

pour des systeémes de bioprotection dans les emballages alimentaires et pour des surfaces.

5.2 Activité antimicrobienne des matrices polymériques gélifiées,
supports des actifs antimicrobiens produits ex situ et in situ

Les surnageants de culture des souches LAB1, LAB2, LAB3 ont été incorporés dans les
matrices alg et alg/cas. Celles-ci ont été¢ gélifiées sous forme de billes en extrudant les matrices
gélifiantes dans une solution de CaClz. Les billes formées ont un diamétre compris entre 1,5 mm et
2,0 mm. L'activité antimicrobienne des billes a été testée contre deux souches de L. innocua :
LRGIAO1 et ATCC 33090. Ces deux souches ont été¢ choisies comme modele pour la souche
pathogene L. monocytogenes pour des facilités de manipulation et de plus, elles ont des sensibilités
quelques peu différentes vis-a-vis des trois souches de LAB utilisées (LAB1, LAB2, LAB3).

Cette premiére étape a permis de vérifier si :
* (1) les actifs antimicrobiens produits par ces souches pouvaient dé-sorber des billes d'alg et
d'alg/cas vers le milieu gélosé ;
* (2) les quantités ainsi libérées étaient suffisantes pour avoir une activité antimicrobienne.
Les résultats sont présentés sur la Figure 5.9. Il est a noter que les billes d'alg ou d'alg/cas contenant

seulement du milieu MRSy, stérile n’ont pas de propriétés anti-Listeria.

Concernant les souches LABI1 et LAB3, les diamétres des zones d'inhibition maximaux
relevés sont du méme ordre que ceux relevés suite a I'action des matrices liquides incorporant les
surnageants de culture (entre 6 et 8 mm). Le niveau de désorption des actifs antimicrobiens permet
d'avoir une activité comparable a celle obtenue avant gélification. Néanmoins, la comparaison entre
ces systemes gélifiés et les systemes liquides (5.1.2.2) ne peut pas étre faite car les quantités de
surnageant déposées pour chaque méthode ne sont pas identiques (40 uL pour un dépot dans les

puits et une bille est composée de seulement environ 25 pl. de mélange contenant le surnageant).
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De plus, lors de la gélification, le rendement d'encapsulation des métabolites contenus dans le
surnageant ne doit pas étre de 100 % (mais avec ces systeémes complexes ou le surnageant contient
un grand nombre de composés, le rendement d'encapsulation n'a pas pu étre déterminé).
L'identification compléte des composés antimicrobiens majoritaires produits par ces souches aurait
pu permettre de mettre en place une méthode de quantification des agents qui diffusent a travers les
matrices pour simplifier les comparaisons. Les substances anti-Listeria des surnageants de culture
de LABI diffusent en bille d’alg/cas pour inhiber L. innocua LRGIAO1 et ATCC 33090 avec des
diamétres d’inhibition égaux a 7,97 = 0,54 mm et 9,70 = 0,50 mm, de méme pour LAB3 avec des
diameétres d’inhibition de 10,67 £0,26 mm contre LRGIAO1 et 6,15+0,14 mm contre
ATCC 33090.
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Figure 5.9 Activité anti-Listeria innocua LRGIAO1 et innocua ATCC 33090 des surnageants de
culture (neutralisé et non (SN et S)) de 3 souches de LAB incorporés a 20 % (m/m)
dans les matrices polymériques par la méthode de diffusion en milieu gélosé (n=3).

Matrice alg : 1,5 % (m/m) d'alginate de sodium + 20 % (m/m) MRSp.

Matrice alg/cas : 1,5 % (m/m) d'alginate de sodium + 4 % (m/m) de caséinate de sodium + 20 % (m/m) MRS.

Pour une méme souche de LAB, chaque lettre indique un groupe statistique homogéne selon le test statistique Anova
(» < 0,05).

* : aucune zone d'inhibition observée.

Les surnageants neutralisés de LAB1 donnent des zones d’inhibitions de diametres
statistiquement inférieurs aux surnageants non neutralisés. Ce phénomene pourrait refléter la part de
l'action de l'effet pH. Pour la souche LAB3, ce méme phénoméne est observé pour les billes
d'alginate. Les billes contenant du surnageant neutralisé¢ ne montrent aucune action antimicrobienne.

Les composés antimicrobiens autres que ceux impliqués dans l'effet pH ne semblent pas étre libérés,

211



CHAPITRE 5 : Evaluation de l'activité antimicrobienne des matrices polymériques, supports des actifs antimicrobiens
produits ex situ ef in situ

ou libérés en quantité insuffisante, pour observer une activité anti-Listeria en 24h. La neutralisation
du surnageant modifie totalement le pH des matrices gélifiantes avant gélification. Par exemple
pour le cas de la souche LAB3, le pH est égal a 4,3 pour la matrice d'alg incorporant du surnageant
non neutralisé et de 6,8 pour un surnageant neutralisé. Pour la matrice alg/cas, le pH est égal a 5,3
pour la matrice incorporant du surnageant non neutralisé¢ et de 6,6 pour un surnageant neutralisé.
Cette modification de pH pourrait changer les interactions électrostatiques existantes entre
composés antimicrobiens et polyméres, jouant par la suite sur la désorption de ces actifs
antimicrobiens apres gélification. La plupart des bactériocines ont des points isoélectriques
supérieurs a 8,0 comme la nisine (pl = 8,5) (Xiao et al., 2011), la lacticine Z (pI = 10,4), la lacticine
Q (pI = 10,6) ( Iwatani et al., 2007) et la lactococcine (pI = 10,9) (Nissen-Meyer et al., 1992). Dans
notre cas, aux valeurs de pH des matrices incorporant les surnageants de culture natifs ou
neutralisés, les actifs de nature peptidique s'apparentant a des bactériocines seraient chargés
positivement pouvant interagir avec l'alginate chargé négativement dans cette gamme de pH. Ce
phénomene pourrait expliquer le fait que les actifs antimicrobiens soient libérés plus difficilement
des matrices d'alginate seul. Avec 1'ajout de caséinates, cette libération pourrait étre facilitée par la
compétition des interactions polymere/polymeére et polymere/actif antimicrobiens.

La libération des actifs antimicrobiens reste donc meilleure dans les billes d'alg/cas par
rapport aux billes d'alg pour les trois souches de LAB testées, comme cela a été précédemment
observé pour les matrices liquides. Dans ces systemes gélifiés, la microstructure peut également
avoir son importance sur la diffusion de molécules actives. Lee et al., en 2011, ont immobilisé des
cellules de levures dans des billes pour la production d’éthanol. Ils ont conclu que la taille physique
des billes n’était pas le parametre le plus important pour assurer la conversion du glucose en éthanol
(entrée du nutriment et sortie du métabolite), mais, par contre, la porosité des billes était un des
facteurs primordiaux. Néanmoins, il est compliqué d’établir cette taille. Lee et al. (2011) ont fait des
observations en Microscopie Electronique a Transmission (MET) et ils se sont heurtés a un
probléme lors de la préparation des échantillons. Les billes se contractent pendant les étapes de
préparation des échantillons, il est donc difficile d’étre slir de maintenir la morphologie initiale pour
les observations. De méme, Stoppel et al., en 2011, ont étudi¢ la diffusion d’une grosse molécule
(BSA, ~67000 g.mol ") et d’une petite molécule (Riboflavin ou vitamine B2, ~380 g.mol!) a travers
un réseau d'alginate. Le facteur, qui influe le plus sur le transport de ces molécules, est la structure
interne du gel, c'est-a-dire les variations au niveau du maillage. Par exemple, la diffusion est plus

importante dans des gels homogenes (vérifié surtout avec la protéine). Les analyses en microscopie
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¢électronique a balayage nous ont permis d'étudier les microstructures de nos billes d'alg et d'alg/cas.
Des microdomaines de protéines ont ¢té identifiés dans le réseau d'alginate dans le cas des billes
d'alg/cas. Ces zones font que le gel est moins dense et cela pourrait faciliter la libération des actifs
antimicrobiens.

Globalement, les billes contenant les surnageants de la souche LAB1 sont les plus actives
d'un point de vue de l'activité antimicrobienne (groupe statistique «), puis ce sont les billes
contenant les surnageants de la souche LAB3 (groupe statistique af)) puis celles contenant les
surnageants de la souche LAB2 (groupe statistique [5). Les métabolites produits par ces trois
souches sélectionnées précédemment LAB1, LAB2, LAB3 diffusent donc en quantité suffisante,
des matrices d'alg et d'alg/cas gélifiées vers le milieu extérieur contenant la souche cible, pour avoir
des activités antimicrobiennes significatives. De la méme fagcon que pour les mélanges liquides, les
cellules des trois souches de LAB ont ét¢ immobilisées dans ces mémes mélanges gélifiés pour
s'intéresser a la cultivabilité des cellules au cours du temps et a l'activité antimicrobienne de telles

matrices.

5.2.2.1 Gélification sous forme de billes

5.2.2.1.1 Confinement des cellules de Lactococcus lactis LAB3 : suivi

de la cultivabilité et de l'activité anti-Listeria

L'immobilisation a été réalisée en gélifiant les matrices d'alg et d'alg/cas liquides chargées a
108 (C1) et 10* UFC.mL"! (C2) avec les cellules de la souche Lactococcus lactis LAB3. Le nombre
de cellules par bille obtenu est de 10%7 UFC/bille en partant du liquide chargé a Cl1 et de
1023 UFC/bille en partant du liquide chargé a C2. L'homogénéité de la répartition des cellules sur
I'ensemble des billes a été testée. Sur un échantillon de 20 billes a JO (c’est-a-dire juste aprés
I’incorporation et la gélification des billes), la population bactérienne s’est répartie de fagon
homogéne avec un écart type de 0,1 logN (UFC/bille), une moyenne a 10%7 UFC/bille, une valeur

minimale de 10%* UFC/bille et une valeur maximale de 1098 UFC/bille. De méme, sur 48h,
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I’évolution de la population bactérienne est restée homogeéne entre une vingtaine de billes avec un
écart-type de 0,1 logN (UFC/bille), une moyenne a 1093 UFC/bille, une valeur minimale de
106! UFC/bille et une valeur maximale de 105> UFC/bille.

Ces billes immobilisant les cellules de Lactococcus lactis LAB3 ont été stockées a 30°C
pendant 12 jours. Elles ont été testées pour leurs activités anti-Listeria innocua LRGIAO1 et la

cultivabilité des cellules de LAB3 a été suivie a intervalle régulier (Figure 5.10).

Matrice alginate® (1,5 % (m/m)) Matrice alginate/caséinateP (1,5/4 % (m/m))
(+20 % MRS, (m/m)) (+20 % MRSy, (m/m))
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12 ] 12 -8
11 11
L7 L7
10 10
9 - -6 9 - L6
7 3 T 7 3
E 5 a8 | E 5 49
a— 2 - =2
[ ™ N5 ™
3 L3
4 4 = 4 4 =
3 - ] 3 - L2
2 A a b1 27 D L1
19 = 1 *
0 . 0 0 . . . . 0
lourQ Jourl lours lour 8 lour12 lourQ Jourl lours lour8 lour12

Figure 5.10 Zones d'inhibition (Zi (mm)) et survie des cellules Lactococcus lactis LAB3
incorporées dans les matrices polymériques gélifiées (sous forme de billes) stockées a
30°C pendant 12 jours contre Listeria innocua LRGIAO1 mesurées, respectivement,
par la méthode de diffusion en milieu gélosé (n=3) (lecture des boites test apres 24h)
et par un dénombrement sur milieu gélosé.

o, B : Les résultats obtenus dans les matrices alginate et alginate/caséinate forment deux groupes statistiquement
différents d'apreés le test statistique Anova (p < 0,05).

Pour une méme composition de matrice, chaque lettre indique un groupe statistique homogéne selon le test statistique
Anova (p < 0,05).

Cl1, charge initiale en cellules de LAB3 dans les matrices gélifiantes de 108 UFC.mL"! ; C2, charge initiale en cellules
de LAB3 dans les matrices gélifiantes de 10* UFC.mL!.

* : aucune zone d'inhibition observée.

Le suivi de la cultivabilité des cellules de LAB3 dans les billes a permis de montrer que LAB3
survivait dans les matrices alg/cas de fagon plus importante que dans les matrices d'alg seul. A J12,
les cellules de LAB3 sont encore 104> UFC/bille dans les billes d'alg/cas alors qu'elles ne sont plus
que 1023 UFC/bille dans les billes d'alg. Avec la charge initiale C2, une multiplication de LAB3 a

été observée pendant les 24 premicres heures de stockage a 30°C pour rejoindre la population
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présente dans les billes initialement chargées a C1, puis le nombre de cellules se maintient de fagon
similaire a ce qu'il se passe dans les billes initialement chargées a C1.

Ces résultats sur 12 jours a 30°C seraient conformes a ceux observés par Bevilacqua ef al. (2010)
dans des gels d'alginate pour des cellules de Lactobacillus plantarum. 1ls ont chargé a 10° UFC.g"!
de cellules de Lactobacillus plantarum dans leur gel et aprés 12 jours a 30°C, il en reste
105 UFC.g'.

L'alginate de sodium permet donc d'immobiliser des cellules de LAB de fagon efficace comme 1'ont
montré de nombreuses équipes et notamment Brachkova et al. (2010). Ces derniers ont chargé des
billes d'alginate (contenant du MRSp) avec des cultures de lactobacilles a 108 UFC.mL-! et ont
conserve cette viabilité stable sur 6 mois a 4°C en lyophilisant la préparation.

Dans notre cas, la meilleure cultivabilité obtenue dans les billes d'alg/cas pourrait étre due
essentiellement a l'apport nutritif des caséinates. Néanmoins, des effets de microstructures
pourraient également jouer un role. La répartition des cellules de LAB3 dans les billes d'alg/cas
n'est pas aléatoire contrairement aux billes d'alg. Les cellules sont regroupées principalement dans
les microdomaines protéiques. Cette localisation préférentielle fait que la concentration cellulaire
n'est pas homogéne au sein de la bille et la communication entre cellules peut se trouver facilitée
augmentant leur niveau de survie. De plus, Lopez-Rubio ef al, en 2012, ont montré que la
différence de perméabilité¢ a I'oxygeéne entre des capsules a base de pullulane et celles a base de
lactosérum pourrait jouer un réle sur la survie de souches de Bifidobacterium qui sont des souches
sensibles a la présence d'oxygéne pendant leur croissance. Cette survie est augmentée dans les
capsules protéiques par rapport aux capsules polyosidiques.

Cependant, I'ajout de protéine a un polyoside (comme l'alginate) ne donne pas toujours le méme
effet selon la littérature. Millette er al., en 2004, ont immobilisé des cellules de la souche
Lactococcus lactis ATCC 11454 dans des billes d'alginate de calcium/lactosérum. Ils ont montré,
par dénombrement sur milieu gélosé des cellules de LAB apres dissolution des billes, que la
population bactérienne a l'intérieur des billes d'alginate/lactosérum (1,5 % (m/v)/1 % (m/v))
(5,44 + 0,06 log UFC/bille) était significativement inférieure a celle a l'intérieur des billes d'alg
uniquement (1,5 % (m/v)) (5,85 £ 0,06 log UFC/bille).

En paralléle du suivi de la cultivabilité, I'activité anti-Listeria innocua LRGIAO1 des billes
ont été testées au méme temps JO, 1, 2, 5, 8 et 12 (Figure 5.10). Les matrices alg et alg/cas gélifiées

ont montré une activité anti-Listeria sachant que les billes sans cellules de LAB ne sont pas actives.
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La lecture des boites test a été réalisée apres 24h d'incubation de Listeria inoocua LRGIAO1.

Pour les mémes charges initiales (C1 ou C2), les diametres des zones d'inhibition des matrices
d'alginate seul sont beaucoup plus faibles et moins réguliers que ceux obtenus dans les matrices
d'alg/cas. Les résultats pour ces deux types de formulation forment globalement deux groupes
statistiquement différents (p < 0,05), comme cela a été observé pour le cas des matrices liquides. La
composition de la matrice joue un role important dans la libération des agents antimicrobiens. Cela
avait déja été remarqué dans le cas des matrices liquides avec surnageant et cellules et pour les
billes contenant du surnageant. L'apport de caséinate semble favoriser :

(1 la libération des actifs antimicrobiens ;

2) la survie des cellules de LAB.

Il est intéressant de remarquer que pour la charge CI1, l'effet inhibiteur est présent des
l'incorporation des cellules dans le mélange (JO) et pour la charge C2, cet effet est différé de 24h
pour les billes d'alginate et est beaucoup moins important dans les billes alg/cas par rapport a la
charge C1 dans le méme cas. Pour la charge C2, le métabolisme mis en ceuvre les premicres 24h
semble essentiellement servir a la multiplication de la population et differe alors la production
d'antimicrobiens. Ce phénomene a également été observé pour les matrices liquides. D'un point de
vue applicatif, cela peut étre un point important du choix de la charge en fonction du moment ou
l'effet inhibiteur est désiré. Si une activité antimicrobienne est recherchée immédiatement, la charge
C1 s'imposerait, si I'on souhaite une activité différée, la charge C2 serait suffisante. La densité
cellulaire semble donc jouer un réle important dans la production d'agent antimicrobien pour cette
souche LAB3. Brachkova er al. (2010) ont également fait cette remarque en envisageant de
concentrer encore davantage les cellules immobilisées pour optimiser la viabilité et les activités
antimicrobiennes.

L'encapsulation ne détruit pas le potentiel antimicrobien des cellules de LAB3. Une activité
antimicrobienne d'un dép6t équivalent a 4.10¢ UFC de cellules de LAB3 (dépdt de 40 uL de matrice
liquide a 108 UFC.mL! de cellules de LAB3) contre L.innocua LRGIAO1 a été déterminée a
19,14 £ 0,93 mm. Malgré I'immobilisation, une zone, certes deux fois plus petite, est atteinte avec le
dépot d'une bille d'alg/cas contenant environ 106 UFC. Brachkova et al. (2010) ont fait un constat
similaire pour leur souche de Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis CIP 53.61 immobilisée dans
des billes d'alginate. En effet, une inhibition d'Enterococcus faecalis a été observée avec 10° UFC
dans le cas de cellules immobilisées alors que cette activité était détectable dés 107 UFC dans le cas

de cellules libres (Brachkova et al., 2010). D'un autre co6té, Ivanova et al. (2002) ont immobilisé une
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souche d'Enterococcus faecium dans une matrice d'alginate de calcium et les cellules immobilisées
ont été plus efficaces dans la production de leur bactériocine par rapport a des cellules libres. Ce
phénomene pourrait s'expliquer par le fait que l'immobilisation provoque chez les cellules un état de
stress pouvant conduire a des mécanismes de résistance et de défense comme la production de

molécules antimicrobiennes (Bevilacqua et al., 2010).
Ces résultats sur la cultivabilité et l'activité antimicrobienne des cellules de la souche

Lactococcus lactis LAB3 se sont montrés probants et il a été pertinent de diversifier l'approche en

utilisant deux autres souches de LAB.

5.2.2.1.2 Confinement des cellules de Lactobacillus paracasei LABI et

LAB2 : suivi de la cultivabilite et de l'activité anti-Listeria

Les deux taux d'inoculation initiaux qui ont été testés pour ces deux souches sont les
suivants :

* CI1:10"UFC.mL"! pour LABI et 10° UFC.mL"! pour LAB2 ;

e (C2:10° UFC.mL! pour les deux souches.
Ces concentrations cellulaires correspondent aux concentrations dans les matrices liquides a gélifier.
Ces matrices ont par la suite été gélifiées sous forme de billes de 1,5 & 2 mm de diamétre par
extrusion dans une solution de CaCly. Les populations bactériennes de LAB1 et LAB2 ont été
suivies pendant 12 jours avec un stockage a 30°C et les activités antimicrobiennes des billes d'alg et

d'alg/cas incorporant les cellules de LAB ont ét¢ mesurées contre deux souches de L. innoccua :

innocua LRGIAO1 et innocua ATCC 33090 (Figure 5.11 et Figure 5.12).

5.2.2.1.2.1 Cultivabilité

Les tendances observées pour la survie des cellules dans les matrices gélifiées semblent étre
proches de celles précédemment mises en évidence dans le cas des matrices liquides. Pour la charge
microbienne C1, la cultivabilité se maintient au-dessus de 10°-¢ UFC/bille jusqu'au 8™ jour. La
survie des cellules est plus contrariée dans les billes d’alginate seul par rapport aux résultats obtenus
pour les matrices liquides. Pour une charge initiale C2 (10 UFC/bille), la population de LAB1
augmente jusqu’a 10° UFC/bille dans la matrice alg/cas et se maintient a 10°-¢ UFC/bille tandis
qu’en bille d'alginate seul, elle diminue entre J1 et J5 jusqu’a 103 UFC/bille et s'y maintient. Cela

montre qu’a faible charge initiale, la population ne se maintient pas avec le polyoside seul. De la

217



CHAPITRE 5 : Evaluation de l'activité antimicrobienne des matrices polymériques, supports des actifs antimicrobiens
produits ex situ et in situ

méme fagon qu'en milieu liquide, la population correspondant a la plus faible charge (C2) se
développe sur les 24 premicres heures pour rattraper celle de l'inoculum C1.

L'apport des caséinates s'avére donc également bénéfique pour la survie des cellules de LAB1 et
LAB2 dans les billes.
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Souche cible : Listeria innocua LRGIAO1 ‘ Souche cible : Listeria innocua ATCC 33090
Matrice alginate® (1,5 % (m/m)) (+ 20 % MRS (m/m))
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Figure 5.11 Zones d'inhibition (Zi (mm)) et survie des cellules Lactobacillus paracasei LABI
incorporées dans les matrices polymériques gélifiées (sous forme de billes) stockées a
30°C pendant 12 jours contre Listeria innocua LRGIAO1 et ATCC 33090 mesurées,
respectivement, par la méthode de diffusion en milieu gélosé (n=3) (lecture des boites
test apreés 24h) et par un dénombrement sur milieu gélosé.

o, B : Les résultats obtenus dans les matrices alginate et alginate/caséinate forment deux groupes statistiquement

différents d'aprés le test statistique Anova (p < 0,05).

Pour une méme composition de matrice, chaque lettre indique un groupe statistique homogéne selon le test statistique
Anova (p < 0,05).

C1, charge initiale en cellules de LABI1 dans les matrices gélifiantes de 10'° UFC.mL"! ; C2, charge initiale en cellules
de LABI dans les matrices gélifiantes de 10> UFC.mL"!.

* : aucune zone d'inhibition observée.
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Souche cible : Listeria innocua LRGIAO1 Souche cible : Listeria innocua ATCC 33090
Matrice alginate® (1,5 % (m/m)) (+ 20 % MRSy (m/m))

EESClZi EEEAC2E C1 cultivabilité ===== C2 cultivabilite . C170 C2Zi C1 cultivabilité ====-- C2 cultivabilité

12 ré 12 - B
11 |
L+ 11 L7
10 4 10 A
9 r e 9 - - 6
4 g -

s R F5 &
= 7 B =F 7 =
£ £
E 61 ag | Es- e g
N 5 ?.o N5 - )

-] 4 - )

4 bed b cde

3 2z 3 cdecf

2 1 2

14 ' 1

0 -0 0 T T T T

JourQ@ Jourl Jour 8 Jour12 JourQ Jourl Jours lour 8 Jourl2

Matrice alginate/caséinateP (1,5/4 % (m/m)) (+ 20 % MRS, (m/m))

EESClZ A C2E C1 cultivabilité ===== C2 cultivabilite

EEN 17 EEER 2 C1cultivabilité ====- C2 cultivabilité

12 r & 12

11 11

10 7 10

g -6 9

& 4 - & 2,
g7 g g7 E
E 61 4z ES 2
N 5 ?n N 5 ?.o

a4 rE e 4 2

3 -z 3

2 2

1 rt 1

a - -0 0

JourQ@ Jourl Jours Jour 8 Jour12 JourQ Jourl Jours lourg Jourl2

Figure 5.12 Zones d'inhibition (Zi (mm)) et survie des cellules Lactobacillus paracasei LAB2
incorporées dans les matrices polymériques gélifiées (sous forme de billes) stockées a
30°C pendant 12 jours contre Listeria innocua LRGIAO1 et ATCC 33090 mesurées,
respectivement, par la méthode de diffusion en milieu gélosé (n=3) (lecture des boites
test aprés 24 h) et par un dénombrement sur milieu gélosé.

o, B : Les résultats obtenus dans les matrices alginate et alginate/caséinate forment deux groupes statistiquement

différents d'apres le test statistique Anova (p < 0,05).

Pour une méme composition de matrice, chaque lettre indique un groupe statistique homogéne selon le test statistique
Anova (p < 0,05).

C1, charge initiale en cellules de LAB1 dans les matrices gélifinates de 10° UFC.mL"! ; C2, charge initiale en cellules
de LABldans les matrices gélifiantes de 103 UFC.mL-!.

* : aucune zone d'inhibition observée.
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5.2.2.1.2.2 Activité anti-Listeria

Le test anti-Listeria LRGIAO1 pour les billes contenant la souche LAB1 (Figure 5.11) avec
une charge initiale maintenue a 10% UFC/bille, montre que dés JO une zone d’inhibition de
4,23 £0,54 mm est observable dans la matrice alg/cas. Cette inhibition s'est maintenue avec la
méme intensité au cours des 12 jours. Pour les billes a base d'alginate seul, aucune zone d'inhibition
n'a été détectée sachant que l'ensemble des résultats présentés sur la Figure 5.11 a été¢ mesuré apres
24h d'incubation des boites test pour le développement de Listeria. Par ailleurs, le test anti-Listeria
innocua LRGIAO1 avec des billes contenant LAB2 montre un effet inhibiteur dans la matrice
alg/cas moins important que pour LAB1. Le diamétre correspondant est de 3,36 + 0,44 mm a JO ;
celui-ci a augmenté a 5,02 + 0,44 mm a J5, puis a diminué a 3,03 £ 0,18 mm a J12. L’inhibition en
milieu gélifi¢ alg/cas de Listeria innocua LRGIAO1 par les cellules de LAB1 est plus importante
que celle de LAB2 comme observé pour les matrices non gélifiées.

Les billes d'alg ont une activité antimicrobienne nettement plus faible que celle d'alg/cas.
Les résultats avec alg et alg/cas forment, pour les deux souches, deux groupes statistiquement
différents (p < 0,05). Ce comportement différent des matrices alg et alg/cas a ainsi €t€ mis en
évidence sur l'ensemble des résultats : matrices liquides avec surnageants et cellules, billes avec
surnageants et cellules et ce pour les trois souches de LAB étudiées.
L’activité inhibitrice de LAB2 vis-a-vis de Listeria LRGIAOI1 est plus importante que LAB1 dans
les billes d'alginate seul. Précédemment, les métabolites antimicrobiens mis en évidence pour LAB1
et LAB2 ne semblaient pas avoir exactement les mémes caractéristiques (Chapitre 3). Ils peuvent
différer de part leur poids moléculaires, leur charge, leur efficacité, leur quantité. Les métabolites
antimicrobiens produits par LAB2 auraient donc des cinétiques de diffusion dans les billes
d'alginate plus rapides que celles des métabolites produits par LAB1. La capacité antimicrobienne
des billes encapsulant les cellules de LAB1 dépend donc de la formulation des matrices gélifiantes.
L’apport de caséinate dans le milieu de culture favorise I’inhibition de L. innocua LRGIAO1, d'une
part en favorisant la survie des cellules et d'autre part en favorisant la libération des actifs
antimicrobiens. Il se pourrait qu'il y ait des interactions entre les agents antimicrobiens produits par
LABI et l'alginate, ce qui diminuerait leur libération des billes d’alginate uniquement.

Pour le test anti-Listeria innocua LRGIAO1 des billes avec les cellules de LAB chargées
initialement a C2, l'activité antimicrobienne, si elle est présente, est généralement différée d'au
moins 24h. On peut remarquer qu’au cours de la multiplication cellulaire, 1’activité inhibitrice de

LAB1 vis-a-vis de Listeria innocua LRGIAO1 est trés faible voire inexistante comme
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précédemment relevé pour le cas de LAB3 et des matrices liquides.

Le test anti-Listeria innocua ATCC 33090 dans la matrice alg/cas montre une inhibition qui
a augmenté jusqu’a 7,70 £+ 0,33 mm pour LABI (avec une charge initiale C1) et a 6,80 = 0,20 mm
pour LAB2 puis ces zones ont diminué jusqu’a J12 avec un diameétre de 3,00 = 0,12 mm pour LAB1
et de 4,90 = 0,17 mm pour LAB2 (Figures 5.11 et 5.12). Pour LAB2, apres 24h d’incubation a
30°C des boites test, les zones d’inhibition sont stables durant 12 jours entre 2 et 3 mm. Avec une
charge initiale C2, I’inhibition de Listeria innocua ATCC 33090 des billes alg/cas est nulle a JO.
Apreés au moins 24h et la multiplication cellulaire, les billes alg/cas chargées initialement a C2
montrent une activité antimicrobienne. Ces résultats confirmeraient la régulation de la production
d'actifs antimicrobiens par un mécanisme de QS. Pour ces trois souches (LAB1, LAB2, LAB3), a la
fois en milieu liquide et en milieu gélifié, la production de métabolites antimicrobiens est a corréler
a la densité cellulaire. En effet, dans le cas d'un mécanisme de type QS, les bactéries lactiques sont
conscientes de la densité cellulaire lorsque la concentration de la molécule de signalement atteint un

seuil critique, alors le comportement de la population est modifiée (Boyen et al., 2009).

Les activités antimicrobiennes discutées précédemment reposent sur les relevés des zones
d'inhibition aprés 24h de développement des souches de Listeria. Ces zones d'inhibition ont
également été mesurées apres un temps plus long d'incubation pour mieux prendre en compte la

cinétique de libération des actifs antimicrobiens.

5.2.2.1.2.3 Libération des actifs antimicrobiens en fonction du

temps
Lors du test antimicrobien, les billes sont déposées entre deux couches de gélose. Il peut
donc se produire des échanges d'eau par exemple entre la gélose et la bille, modifiant la structure de
la bille, pouvant favoriser la libération au cours du temps de certains actifs antimicrobiens. Apres un
suivi des boites test dans le temps lors de l'incubation a 30°C pour le développement de Listeria,
des augmentations de diamétre de la zone d'inhibition pouvant atteindre 4 mm en 120h ont été
mises en ¢évidence (Figure 5.13). Néanmoins l'ampleur de ces augmentations dépend du jour du
test, du type de la matrice et de la souche cible allant de + 1 mm a + 4 mm en 120h. Par contre dans
la matrice d'alginate seul, il n'y a pas de zone a JO avec une lecture a 24h, par contre celle-ci est

apparue aprés 48h d’incubation a 30°C des boites test.
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Souche cible : Listeria innocua LRGIAO01 Souche cible : Listeria innocua ATCC 33090
Matrice alginate* (1,5 % (m/m)) (+ 20 % MRS, (m/m))
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Figure 5.13 Libération des actifs antimicrobiens des matrices polymériques gélifiées (sous forme
de billes) (chargée initialement avec Cl) contenant des cellules de Lactobacillus
paracasei LAB1 et LAB2 vers la gélose : mesure des diametres des zones d'inhibition
en fonction du temps d'incubation des boites test vis-a-vis de deux souches de Listeria
innocua (n=3).
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Ces courbes permettent de montrer une libération des actifs sur au moins 120h. Les profils ont été
similaires a partir du J1 pour les billes chargées initialement a C2 (résultats non montrés). D'un
point de vue applicatif, ces informations sont intéressantes montrant la possibilit¢ d'une activité
antimicrobienne sur plusieurs heures.

En effet, la structure d'une bille est amenée a évoluer en fonction des conditions environnementales.
Wright et al. (2009) se sont par exemple intéress€s a ces variations de microstructures pour des
billes d’alginate dans des conditions environnementales gastriques et intestinales. Dans les
conditions gastriques, pH = 2, les billes se rétractent car la force électrostatique répulsive entre les
chaines d’alginate diminue du fait de la protonation des groupements carboxyles. De plus, a pH
faible, les ions calcium liés avec les chaines d’alginate se dissocient et sont remplacés par des ions
hydrogenes, permettant aux chaines de se rapprocher d’ou la formation d’un « gel acide ». Dans les
conditions intestinales, pH = &, les billes gonflent car la force électrostatique répulsive augmente
avec le pH qui est largement au-dessus du pKa des groupements acides uroniques de 1’alginate (aux
alentours de 3,5). Ces changements s’operent au centre des billes mais affectent moins la périphérie.
Dans notre cas, les valeurs de pH dans les billes seraient proches de 4,0-5,0 d'apres les données
concernant les matrices liquides, et le milieu gélosé en contact a un pH initial de 7,3. Au cours de
l'incubation des boites test, les valeurs de pH vont avoir tendance a s'équilibrer entre les billes et le
milieu gélosé s'¢loignant du pKa des groupements acides uroniques de I’alginate. La bille gonflerait

permettant la libération des actifs antimicrobiens plus facilement.

L'encapsulation des LAB bioprotectrices sous forme de billes est une forme
d'immobilisation qui permet de conserver leur cultivabilité et leur viabilité. Cela a ét¢ démontré
pour trois souches de LAB. Dans un objectif d'application en emballage ou en protection de surface

de travail, un second support a également été testé : le gel plan.

5.2.2.2 Gélification sous forme de gels plans : confinement des cellules de
Lactococcus lactis LAB3 : suivi de la cultivabilité et de l'activité anti-

Listeria
Des gels plans (dimension 10x10 cm, épaisseur d'environ 2 mm) d'alg et d'alg/cas
incorporant des cellules bioprotectrices de LAB3 a une concentration initiale de 10°® UFC.mm™>
(C1) de gel ont été réalisés par gélification au contact d'un papier absorbant imbibé d'une solution

de CaCl,. La conservation s'est faite a deux températures 4 et 30°C. La température de 4°C a été
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choisie, pour d'un point de vue applicatif, se placer a la température de réfrigération dans le cas de
la conservation de produits alimentaires.

Des disques de gel ont été prélevés régulierement sur les 12 jours pour suivre la cultivabilité
des cellules de LAB3 (1 disque de 6 mm de diamétre) et l'activité anti-Listeria innocua LRGIAO1
des gels par le test de diffusion sur milieu gélosé (3 disques de 8 mm de diameétre). Un exemple de

boite de Pétri test pour 'activité antimicrobienne est présentée Figure 5.14.

T : gel alg/cas/MRSn sans cellules de LAB3 bioprotectrices
Cl1 :gel alg/cas/MRS, avec cellules de LAB3 bioprotectrices

Talg : gel alg/MRSn sans cellules de LAB3 bioprotectrices
Clayg : gel alg/MRS, avec cellules de LAB3 bioprotectrices

T : eau distillée stérile

T* : surnageant de culture de LAB3 récupérés d'une culture en
anaérobiose a 30°C dans MRSy en phase stationnaire

Figure 5.14 Boite test de 'activité anti-Listeria innocua LRGIAO1 en milieu gélosé des gels plans
d'alg et d'alg/cas incorporant des cellules bioprotectrices de LAB3, 6 jours aprés leur
incorporation, stockage a 30°C.

Gel alginate/MRSy, : 1,5 % (m/m) / 20 % MRS, (m/m).
Gel alginate/caséinate/ MRSy : 1,5 % (m/m) / 4 % (m/m) / 20 % MRSy (m/m).

Les zones d'inhibition sur cette boite test sont clairement visibles autour des disques de gel de
1'échantillon noté C1 de composition alg/cas/MRSn avec les cellules bioprotectrices LAB3. Les gels
témoins sans cellules de LAB3 n'ont aucune capacité¢ d'inhibition. Les résultats globaux sont

présentés Figure 5.15.

225



CHAPITRE 5 : Evaluation de l'activité antimicrobienne des matrices polymériques, supports des actifs antimicrobiens
produits ex situ et in situ

Température de stockage 4°C Température de stockage 30°C

20 Jalg I Glg/cas r g 20 Jalg Gz cas r 8

18 A o alg cultivabilité =t g3|p/cas cultivabilité . 18 - » - alg cultivabilite =g /ras cultivahbilité 4

16 - . 16 - ' )

14 * H . 14 - . LA 2 =
_ 4 2 5 E = \ -3 E
£ 12 b £ z 12 E
E 10 -4 E %10 - B - 4 E
N g N g B

6 | cd c 8 g D HC =3 ig

r2 - 2
4 £ de e e 4
f f = E _
3 1 B B 1NN = 1
] T T T T - 0 a T T T + 0
1 2 6 8 12 1 2 6 B 12
Temps de stockage (jours) Temps de stockage (jours)

Figure 5.15 Zones d'inhibition (Zi (mm)) et survie des cellules Lactococcus lactis LAB3
incorporées dans les matrices polymériques gélifiées (sous forme de gels plans)
stockées a 4 ou 30°C pendant 12 jours contre Listeria innocua LRGIAO1 mesurées,
respectivement, par la méthode de diffusion en milieu gélosé (n=3) (lecture des boites
test apres 24 h) et par un dénombrement sur milieu gélosé.

Matrice alg : 1,5 % (m/m) d'alginate de sodium + 20 % (m/m) MRS,

Matrice alg/cas : 1,5 % (m/m) d'alginate de sodium + 4 % (m/m) de caséinate de sodium + 20 % (m/m) MRSy,

Sur chaque graphique, chaque lettre indique un groupe statistique homogene selon le test statistique Anova (p < 0,05).
* 1 aucune zone d'inhibition observée.

A 4°C, la population de LAB3 se maintient entre 107 et 103 UFC.mm?2 de gel jusqu'a 12 jours. A
30°C, une perte importante de la population est visible entre J2 et J5 de 3 logN (UFC.mm™) dans
les gels d'alg/cas et de 4 logN (UFC.mm™) dans les gels d'alg. Bevilacqua et al., en 2010, ont étudié
la survie d'une population de Lactobacillus plantarum dans un gel d'alginate avec une charge
initiale de 1087 UFC.mL"!. A 30°C, la population était stable pendant 8 jours avant de chuter a
10' UFC.mL! aprés plus de 15 jours.

Dans notre cas, a 30°C, I'évolution de la population est plus chaotique qu'a 4°C. Gialamas et al.
(2010) ont observé la méme tendance lors de l'incorporation de cellules de Lactobacillus sakei dans
un film de caséinate de sodium a 4 et 25°C. Ils expliquent la meilleure viabilit¢ & 4°C par la
réduction du métabolisme bactérien aux basses températures.

Contrairement a ce qu'il a été observé dans les matrices liquides et dans les billes, la survie des
cellules de LAB3 est similaire entre les gels d'alg et d'alg/cas. Néanmoins, 1'activité antimicrobienne
est toujours plus favorable en présence de caséinate (p < 0,05). A 4°C et a 30°C, les mémes
tendances sont observées, les résultats ne formant qu'un seul groupe statistique (p = 0,413). Les gels
d'alg ont une activité¢ antimicrobienne sur les 48 premieres heures (excepté a J12 a 4°C) alors que

les gels d'alg/cas ont une activité plus réguliere sur les 12 jours. Les résultats d'activité
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antimicrobienne des gels d'alg et d'alg/cas forment deux groupes statistiques différents (p < 0,05)

comme précédemment observé pour les matrices liquides et gélifiées sous forme de billes.

5.3 Conclusion

Ce chapitre de thése a été consacré a I'évaluation de 'activité antimicrobienne des matrices
polymériques (alginate et alginate/caséinates) liquides et gélifiées incorporant des actifs
antimicrobiens produites ex situ (surnageant de culture) et in situ (cellules bactériennes).

Les trois souches de LAB sélectionnées auparavant pour leur activité anti-Listeria (Lactobacillus
paracasei LAB1 et LAB2, Lactococcus lactis LAB3) conservent ce potentiel bioprotecteur lorsque
les cellules sont incorporées dans les matrices alginate ou alginate/caséinate liquide et gélifices.
Néanmoins, les matrices alg/cas sont plus actives que les matrices d'alginate seul. Plusieurs facteurs
peuvent expliquer ce phénomene :

* (i), une meilleure survie des cellules en présence de caséinate : environ 1 log UFC.mL"! ou

UFC/bille ;

* (ii), une meilleure production d'actifs antimicrobiens ;

* (i), une meilleure libération des composés antimicrobiens de la matrice vers le milieu

gélosé.

Deux de ces facteurs ont été démontrés : (i) et (iii). Cette meilleure survie pourrait s'expliquer par
un apport supplémentaire de nutriments par les caséinates pour les cellules de LAB. La
déstructuration des matrices liquides contenant des cellules de LAB3 observée entre le J5 et J8
pourrait étre un indice du métabolisme des caséinates par les cellules de LAB3. La structure
comporte initialement des gouttelettes de protéine dans une phase continue d'alginate. Au jour 8, les
gouttelettes de caséinates deviennent irrégulieres et consommées comme si les cellules de LAB3 les
avaient consommeées. Pour les souches de Lactobacillus paracasei, la microstructure de la matrice
reste intacte, ce qui ne donne pas d'indice quant a une possible utilisation des caséinates dans leur
métabolisme.
De plus, les caséinates tamponnent le pH des matrices a 5,0 en comparaison aux matrices d'alg seul
a pH = 4,0. Ce phénomene pourrait réduire le stress acide des cellules de LAB favorisant ainsi une
meilleure survie.
La meilleure capacité de libération des composés antimicrobiens des matrices d'alg/cas pourrait étre

due a des effets d'interactions entre composants de la matrice et les molécules antimicrobiennes
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(interactions ¢€lectrostatiques entre I'alginate anionique et les peptides antimicrobiens généralement
cationiques aux valeurs de pH rencontrées) ou a des effets de structures de la matrice. En effet,
comme montré au chapitre 4, les réseaux des matrices d'alg et d'alg/cas sont différents notamment
dans le cas des matrices gélifiées. Néanmoins, il est difficile de conclure : d'une part, du fait de la
diversité des mécanismes antimicrobiens développés par les cellules de LAB et d'autre part, du fait
que les composés peptidiques antimicrobiens produits par les souches de LAB n'ont pas pu étre
identifiés complétement lors de cette étude.

Le facteur (ii : une meilleure production d'actifs antimicrobiens) n'a pas pu étre démontré car il a été
difficile de quantifier les actifs antimicrobiens produits puisque probablement plusieurs molécules
de différentes natures sont produites simultanément. Néanmoins, 1'activité antimicrobienne est liée a
la densité cellulaire. Il faut une population en cellules suffisamment importante pour obtenir une
activité antimicrobienne significative. Cela confirmerait la régulation de la production d'actifs
antimicrobiens par un mécanisme de QS. Or, d'apres 1'étude de la localisation des cellules dans les
matrices alginate/caséinate liquides ou gélifiées, les cellules se concentrent dans les inclusions
protéiques créant des microdomaines a forte concentration en cellules, ce qui pourrait favoriser le

déclenchement d'un mécanisme de QS et la production d'actifs antimicrobiens.
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Le développement de la biopréservation contre les pathogénes d'origine alimentaire par une

culture protectrice repose sur deux stratégies principales (Gaggia et al., 2011) :
* l'inoculation avec une culture protectrice de la matrice alimentaire pour une production in
situ des molécules inhibitrices ou un effet de compétition ;
* |'utilisation des métabolites antimicrobiens purifiés (en particulier les bactériocines) en
surface ou dans la matrice alimentaire.
La stratégie développée lors du projet qui a donné lieu a ce travail de these est tout a fait innovante :
mettre en ceuvre un systéme polymérique protéine/polyoside incorporant des cellules entiéres de
LAB bioprotectrices. En effet, 1'approche qui consiste a mettre en ceuvre des « bactériocines
purifiées » possede au moins deux inconvénients : un colt non négligeable pour les étapes de
purification (De Arauz et al., 2009) et des risques accrus de résistance a ces bactériocines de la part
des bactéries pathogenes. Il a été rapporté que lorsque certaines bactéries a Gram positif sont
exposées de facon répétée a des concentrations croissantes d'une bactériocine seule, comme la
nisine, elles peuvent acquérir un mécanisme de résistance (Zhou et al., 2013). Jusqu'a présent, ce
phénomeéne a été observé pour plusieurs especes : Lactobacillus casei, Streptococcus thermophilus,
Listeria monocytogenes, Listeria innocua, Bacillus cereus ou encore Staphylococcus aureus (Zhou
et al., 2013). Dans ce contexte, un avantage primordial de I'utilisation des cellules entiéres résiderait
donc dans la production simultanée in situ d'un large spectre de molécules antimicrobiennes : acides
organiques, CO2, peroxydes, diacétyle, bactériocines, ...

D'un point de vue fondamental, 1'objectif de cette thése était de comprendre comment la
structure du systéme polymérique et le confinement des LAB pouvaient influer sur leur viabilité et
leur activité antimicrobienne. Ce travail a permis d'acquérir de nombreuses informations sur les
systémes alginate/caséinate liquides et gélifiés incorporant des souches de LAB ouvrant ainsi vers

des perspectives a court terme mais également a plus long terme avec un volet applicatif.

Dix-neuf souches de LAB présentes dans la souchotéque du laboratoire BioDyMIA et
d'Actalia ont été testées pour leur propriété de bioprotection contre trois souches de Listeria spp.
(L. monocytogenes S162, L. innocua LRGIAO1, L. innocua ATCC 33090). Quatre souches ont été
sélectionnées :

* deux souches de Lactobacillus paracasei : LAB1 et LAB2,
e une souche de Lactococcus lactis : LAB3,

* une souche d'Enterococcus faecalis : S14.
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Les cultures de LAB ont été réalisées dans les conditions suivantes : milicu MRSy, anaérobie, a
30°C. L'activité antimicrobienne a été testée selon la méthode de diffusion en puits en milieu
gélosé. Les diameétres d'inhibition relevés pour les souches s€lectionnées ont €ét€ supérieurs a 5 mm,
traduisant une activité anti-Listeria intéressante. Les niveaux d'activité anti-Listeria des surnageants
de culture natifs, des surnageants de culture neutralisés et des cultures entiéres ont généralement été
similaires. Cela indique que les molécules antimicrobiennes ne sont pas restées adsorbées sur la
membrane des cellules productrices. Les protocoles de confinement des cellules de LAB dans les
matrices polymériques (alginate et alginate/caséinate) ont ét¢ mis en ceuvre. Les matrices
incorporant des cellules de LAB1, LAB2 ou LAB3 ont alors été testées pour leur potentiel
antimicrobien. La souche S14 a démontré un comportement différent. Les travaux sur cette souche

et sur d'autres souches devront donc étre poursuivis.

Pour essayer de mieux comprendre l'action antimicrobienne des matrices polymériques
développées, il était intéressant d'identifier les mécanismes principaux mis en ceuvre par les souches
de LAB sélectionnées. Pour LAB1 et LAB2, les deux souches de Lactobacillus paracasei, la pré-
caractérisation des métabolites antimicrobiens a montré que leur activité antimicrobienne est en
grande partie due a des peptides thermolabiles qui pourraient étre considérés comme des
bactériocines de classe III ou IV. La troisiéme souche principalement sélectionnée, Lactococcus
lactis LAB3, produit de l'acide lactique dont la concentration atteint en fin de culture 13 g.L-!. Mais
l'effet pH n'est pas le mécanisme majoritaire de l'action antimicrobienne de cette souche. Un
protocole de caractérisation, plus avancé que celui pour LAB1 et LAB2, a permis d'identifier un ou
deux peptides antimicrobiens de 4,5-4,6 kDa de poids moléculaires. Leur identification compléte

(séquencage) n'a pas pu aboutir a ce jour mais sera poursuivie.

Les cellules de LAB (LABI1, LAB2 et LAB3) ont été confinées dans des systémes alginate
de sodium/caséinate de sodium avec la formulation : 1,5 % (m/m) d'alginate de sodium / 4 % (m/m)
de caséinate de sodium / 20 % (m/m) MRSp. Cette formulation se situe dans la zone
d'incompatibilité du mélange présentant une microstructure s'apparentant a une émulsion avec une
phase continue d'alginate et une phase dispersée de caséinate de sodium. L'ajout du milieu MRSy ne
semble pas perturber 'équilibre du mélange d'un point de vue macroscopique et microscopique. En
revanche, l'apport du milieu MRSy est essentiel ; les cellules de LAB3 ont montré une meilleure

cultivabilité de plus de 1 log par mL ou par bille par rapport a des systemes sans MRSp.
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En conséquence, de meilleures activités antimicrobiennes ont également été observées avec les
mélanges contenant du MRSp.

Pour les trois souches de LAB sélectionnées (Lactobacillus et Lactococcus), une localisation
préférentielle des cellules a été observée dans la phase protéique que ce soit dans les systémes
liquides ou gélifiés. Deux hypotheéses ont été formulées pour expliquer ce phénomene de partage :
role des interactions hydrophobes et/ou phénoméne de déplétion. Il est difficile d'effectuer une
comparaison du fait du manque de littérature sur des systémes similaires au ndtre. D'autres
polymeéres ou d'autres formulations pour ce méme systéme devront étre testés pour élargir cette

approche et confirmer ces hypothéses.

Une fois les cellules incorporées dans les matrices d'alginate/casé€inate liquides ou gélifiées,
les souches de LAB sélectionnées ont conservé leur potentiel bioprotecteur pendant 12 jours de
stockage a 30°C. Les matrices d'alginate/caséinate se sont avérées plus actives contre Listeria spp.
que les matrices d'alginate et ce, pour les trois souches de LAB confinées testées. Plusieurs
parametres peuvent expliquer ce phénomene :

* (i), une meilleure survie des cellules en présence de caséinate : environ 1 log UFC.mL"! ou

UFC/bille en plus ;

e (i1), une meilleure production d'actifs antimicrobiens ;

e (iii), une meilleure libération des composés antimicrobiens de la matrice vers le milieu
gélosé.
Deux de ces facteurs ont été démontrés : (1) et (iii).

La meilleure survie des cellules en présence de casé€inate pourrait s'expliquer par un apport
supplémentaire en nutriments par les caséinates et/ou par un effet tampon des caséinates réduisant le
stress acide des cellules de LAB.

La meilleure capacit¢ de libération des composés antimicrobiens des matrices
d'alginate/caséinate pourrait étre due a des différences d'interactions entre les composants de la
matrice et les molécules antimicrobiennes et/ou a des effets de structures de la matrice.
L'identification prochaine des peptides antimicrobiens produits par les souches de LAB
s¢lectionnées permettra d'approfondir ces hypothéses de travail.

Une meilleure production d'actifs antimicrobiens dans les matrices d'alginate/caséinate n'a
pas pu é&tre clairement démontrée, néanmoins les résultats permettent de lier l'activité

antimicrobienne a la densité cellulaire. Comme la survie des LAB est plus importante dans les
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matrices d'alginate/caséinate, la production d'actifs antimicrobiens serait donc plus conséquente et
donc l'activité antimicrobienne, qui en découlerait, serait augmentée. Une grande partie des études
concernant la production de molécules antimicrobiennes par les LAB a révélé une régulation par le
mécanisme de « Quorum Sensing » (Dobson et al., 2012). Nos observations iraient donc dans ce
sens. Le systeme polymérique de confinement prendrait alors tout son intérét. En effet, I'é¢tude de la
localisation des cellules dans les matrices alginate/cas€inate liquides ou gélifiées a montré que les
cellules se concentrent dans les inclusions protéiques créant des microdomaines a forte
concentration cellulaire, ce qui pourrait favoriser le déclenchement d'une régulation de la
production d'actifs antimicrobiens par un mécanisme de « Qorum Sensing ».

De plus, les matrices liquides et gélifiées ont été chargées en cellules avec deux inocula : C1,
103-19 UFC.mL-! de matrice gélifiante et C2, 10*° UFC.mL"! de matrice gélifiante. Dans le cas de la
charge C1, une activité antimicrobienne a ¢ét¢ détectée des l'incorporation des cellules dans les
matrices, alors que dans le cas de la charge C2, I'activité antimicrobienne est retardée de 24h. Dans
ce dernier cas, les cellules se multiplient pendant ces 24 premiéres heures pour atteindre la charge
de l'inoculum CI, alors que dans le cas de la charge Cl1, les cellules n'ont qu'a maintenir la
population et produisent instantanément des actifs antimicrobiens. Cette observation va aussi dans
le sens d'une régulation de la production d'actifs antimicrobiens par le phénomeéne de « Quorum
Sensing ». Dans la perspective d'une application, le choix de la charge initiale serait donc un facteur
important en fonction du moment ou I'effet inhibiteur est désiré. Si une activité antimicrobienne est
recherchée immédiatement, une charge initiale ¢élevée s'imposerait, si on souhaite une activité

différée, la charge moins importante serait suffisante.

Plusieurs axes peuvent étre envisagés pour compléter et poursuivre les investigations.

A court terme, l'identification des molécules antimicrobiennes produites par les LAB, qui a
déja été bien avancée (détermination de la nature peptidique pour LAB1 et LAB2, et obtention d'un
poids moléculaire pour LAB3), devrait aller a son terme.

Dans cette étude, chaque souche de LAB a été confinée séparément. En perspective, il peut €tre
envisagé d'utiliser des co-cultures de LAB pour diversifier la nature des molécules antimicrobiennes
produites et/ou renforcer la production de molécules antimicrobiennes (Man ef al., 2012).

De plus, il serait intéressant d'étudier le mode d'action des actifs antimicrobiens libérés sur les
souches cibles. Par exemple, les méthodes de spectroscopie infra-rouge a transformée de Fourier

(FTIR) et/ou de spectrofluorimétrie pourrait étre utilisées (Chadeau et al., 2012). Ces méthodes sont
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complémentaires : la premicre permet d'étudier l'intégrité des membranes biologiques sans insérer
de marqueurs ; la seconde permet d'évaluer la fluidité membranaire des bactéries cibles en présence
de sondes fluorescentes et ainsi évaluer si la structure et la fluidité de la membrane des bactéries
cibles sont affectées.
Ce travail de theése innovant a ét¢ mené principalement contre Listeria spp., une des perspectives
serait donc d'¢largir le spectre en testant d'autres souches cibles a Gram positif et a Gram négatif. En
effet, méme si la plupart des bactériocines produites par des lactococoques n'ont pas d'action contre
les bactéries a Gram négatif, il est possible d'ajouter des agents chélatants, comme 1'acide citrique
ou I'EDTA, pour perturber la membrane extérieure de ces bactéries permettant par la suite l'action
des bactériocines (Zendo et al., 2010).

D'un point de vue applicatif, deux secteurs pourraient €tre ciblés : les emballages en
agroalimentaire et les probiotiques.
Ce type de matrice polymérique incorporant des cellules entieres de LAB bioprotectrices pourraient
permettre de protéger la surface d'aliments, par exemple en imaginant un dispositif d'intercalaire.
Les matrices polymériques contenant les cellules de LAB ont été principalement stockées a 30°C
pour, dans un premier temps, se placer a des températures optimales pour l'activité antimicrobienne
des cellules de LAB et pour également simuler une rupture de la chaine du froid. Ils seraient
intéressants, dans un objectif applicatif, de se rapprocher des conditions normées par les deux
normes suivantes : NF 01-003 (Test de vieillissement) et NF 01-009 (Test de croissance ou
challenge test). Sur un produit cible (fromages, viandes tranchées), le test de vieillissement
permettrait d'étudier la flore naturellement présente dans 1'aliment et de déterminer une durée de vie
microbiologique et, le challenge test permettrait de suivre l'évolution d'une population de
microorganismes inoculés de maniere volontaire. Ce dernier test fournirait des informations sur
l'efficacité du dispositif bioprotecteur ajouté. Dans la majorité des cas, les challenge tests sont
effectués soit avec un pathogene de référence (comme Listeria monocytogenes), soit avec des flores
d'altération (type levures, moisissures).
Ce systeme polymérique protéine/polyoside pourrait également permettre d'encapsuler des souches
probiotiques. Pour exercer leur effet bénéfique pour la santé, les probiotiques doivent se retrouver
vivants au niveau intestinal aprés avoir ét¢ consommés. IlIs doivent donc passer la barriere de
l'estomac qui est un obstacle du fait de l'acidité qui y régne. Le systeme d'immobilisation original
protéine/polyoside pourrait participer a améliorer la survie des probiotiques, notamment grace a leur

localisation préférentielle dans la phase interne de la matrice.
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La maitrise et la compréhension des problématiques mises en avant lors de ce travail de
thése permettront le développement de nouveaux outils de bioprotection avec des bactéries lactiques
incorporées dans des matrices biopolymériques qui représentent une nouvelle approche prometteuse
pour le contrdle de la croissance des microorganismes pathogénes dans le domaine de

l'agroalimentaire.
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ANNEXES

Annexe 1. Composition des milieux de culture
(informations fournies par Biokar Diagnostics, France)

Bouillon MRS (« De Man, Rogosa, Sharpe »)

Domaine d'utilisation

Le bouillon MRS est utilisé pour les cultures et dénombrements des lactobacilles dans les produits
alimentaires. A partir de colonies isolées, il est possible de réaliser de luxuriantes subcultures. Le
milieu permet également de cultiver les lactobacilles a croissance ralentie tels que Lactobacillus
brevis et Lactobacillus fermentum.

Composition
Pour 1 litre de milieu :

= POLYPEPLONE. ...t ettt et st e b ettt e e bt e et e e n e e e e eanees 10,00 g
= EXUrait de VIANAE......c.coiiieiieciiciiecie ettt et ettt st e e e e nnb e e e enbaaeeennes 10,00 g
- Extrait autolytique de LIEVUIE........coouiiiiiiiiieeee et 5,00 g
= GIUCOSE. ... ettt ettt ettt e et e st e e be e e taeesbe e sseesbeessbeesbe e stbeeeentbaeeennreeeensneeas 20,00 g
= TWEETL 8.ttt ettt e et e et e et e e bt e e s bt e s bt e e saba e e e e e e eenaee 1,08 g
- PhoSphate dipOtasSiQUe........eecvieruiieiiienieeitieeiieeteeeteeteestteeteeseaeebeessaeesseessaeensaensaeenssaeeassseasanes 2,00 g
= ACETALE A SOAIUIML....eiuiiiiiiiiieete ettt ettt ettt et e st e et et e e beesabeebeesnbeeenneeaeanes 5,00 g
= CItrate d’amMIMONTUIML.......ccoiiiiieiiieeiiesie et eetteetee st e eteesteeesbeessaeessaessaeesseessseensaessseensseeeesssseasanes 2,00 g
- Sulfate de MAGNESTUML......cc.eiiiiiiiiiiiieet ettt st et e e es 0,20 g
- Sulfate de MANGANESE........eeiuiiiiieiiieieerie ettt et ettt e eebeesteeebeestaeesseensaesseessseesseesseesasaeanes 0,05¢

pH du milieu prét-a-’emploi a 25°C : 6,4 + 0,2.

Préparation

- Mettre en solution 55,3 g de milieu déshydrat¢ (BKO070) dans 1 litre d’eau distillée ou
déminéralisée.

- Agiter lentement jusqu’a dissolution compléte, en chauffant si nécessaire.

- Répartir en tubes ou en flacons.

- Stériliser a ’autoclave a 121°C pendant 15 minutes.

Conservation
- Milieu déshydraté : 2-20°C.

- Milieu préparé en tubes ou en flacons : 6 mois a 2-8°C.

N.B. : Le bouillon MRS modifié a été préparé en supprimant de la composition ['acétate de sodium
et le phosphate dipotassique.
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Annexes

Gélose MRS

Domaine d'utilisation

La gélose MRS est utilisée pour la culture et le dénombrement des Lactobacillus dans les produits
laitiers et les autres produits alimentaires ainsi que dans les produits destinés a I’alimentation
animale. Ce milieu permet de cultiver des germes a croissance ralentie tels que Lactobacillus brevis
et Lactobacillus fermentum. Acidifié a pH 5.4, il permet également de dénombrer Lactobacillus
bulgaricus dans les yaourts. Dans le cadre des analyses des produits destinés a 1’alimentation
humaine et animale, la gélose MRS doit étre utilisée aux pH préconisés par les normes en vigueur.

Composition
Pour 1 litre de milieu :

e 0] 15 0] 10 ) s L= SRR 10,00 g
= EXtrait de VIANAE......c.eoiiiiiiieii ettt st e et e e e e e e e nnes 10,00 g
- Extrait autolytique de LEVUTIEC........cooiuiiiiiiiecieeeeeee ettt e e ae e e ae e e e e nees 5,00 g
= GIUCOSE. ..ottt ettt et et e bt e at e et e e e ht e et e ettt e e e nbe e e e nnteeeennneeas 20,00 g
el T T PSPPIt 1,08 g
- Phosphate dipOtassiqQUE.........cecuieruiieiienieeiieeite ettt ettt e ettt et et e e bt e ssaeenteesaaeennbeeeennsneaeanes 2,00 g
= ACELAtE A SOATUIML....cciuiiieiiieeiiee ettt e e ettt e ettt e et e e et e e e beeesabeeessseeessseeennseesnssaeaeesennnses 5,00 g
= CItrate d’amMMONTUINL.......coiuiiiiieiieetiesie et ette et et e et e et e e bt e s tteeateesaeeesbeesseeenseessaeensseeeennsneasanes 2,00 g
- Sulfate de MAGNESTUML.....ccviiiiiieeiiie ettt et e et e et e e et e e et e e s beeessseeessseeesaseessssaeaeeeennnnns 0,20 g
- Sulfate de MANGANESE........eeiuiiiiieiieeieeie ettt ettt et e st e e stee et e esseeebeesseeenbeessaesnseeenes 0,05¢g
ANet:) g Ttz b il o 11 1<  T0) (07 10 18 (<SOSR 15,00 g

pH du milieu prét-a-’emploi a 25°C : 5,7 + 0,1.

Préparation
- Mettre en suspension 70,3 g de milieu déshydrat¢ (BK089) dans 1 litre d’eau distillée ou

déminéralisée.

- Porter lentement le milieu a ébullition sous agitation constante et 1’y maintenir durant le temps
nécessaire a sa dissolution.

- Répartir en tubes ou en flacons.

- Stériliser a ’autoclave a 121°C pendant 15 minutes.

- Refroidir et maintenir le milieu a 47°C pour utilisation.
Conservation

- Milieu déshydraté : 2-20°C.
- Milieu préparé en flacons : 6 mois a 2-8°C.
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Bouillon M17

Domaine d'utilisation

Le bouillon M17 a été mis au point pour les cultures et dénombrement des lactocoques dans le lait
et les produits laitiers. Il favorise la culture des mutants incapables de fermenter le lactose. 1l est
bien adapté a la culture de Lactococcus lactis qui est un microorganisme particulierement exigeant.
Les peptones de cas€ine, de viande et de soja contiennent les sources de carbone et d’azote
nécessaires a la culture des lactocoques. L’extrait de levure est une source de vitamines du groupe
B. D’acide ascorbique agit comme stimulateur de croissance. Le lactose est fermenté en acide
lactique. Celui-ci est progressivement neutralisé par le glycérophosphate de sodium afin que soit
stabilisé le pH du milieu.

Composition
Pour 1 litre de milieu :

el 1 0110 1 LU PPPPPPPPRRPR 250¢g
- EXtrait de VIANAE.....ccueeiiiiiiieiieie et ettt et e e et e e e e b e e enneeas 5,00 g
- Extrait autolytique de LIOVUTEC........coiiuiiiiiiecieece et ae e e ae e e e e 250¢g
- Peptone pepsique de VIANAE. ........cc.eeiuiiiiiiiieeiiecie ettt ettt et e et e e as 250 ¢
- Peptone papainique A€ SOJa.......c.eeeiieeiiuiieiiiieeieeeiee e eieeesiee et e e steeesaeeesteeestaeeesaaeenaeeeeennnnes 5,00 g
el I 107 1 1 PSP PO UUPPPPPPPNt 5,00 g
- Glycérophosphate de SOAIUML.......cccuiiiiiiieiiie e e e e 19,00 g
= ACIAE ASCOTDIGUE. ....uvieiieiiietie ettt ettt ettt ettt et e et esaeesabeessaeeateesseeenseenseesnseensneaeanes 0,50 g
- Sulfate de MAGNESTUML.....cc.uiiiiiieeiiie ettt ettt e et e e et e e e beeesteeessseeeesseeessseeesssaeaeeeennnnes 0,25¢

pH du milieu prét-a-’emploi a 25°C : 7,1 +£0,2.

Préparation

- Mettre en suspension 42,2 g de milieu déshydraté¢ (BK012) dans 1 litre d’eau distillée ou
déminéralisée.

- Agiter lentement jusqu’a dissolution complete, en chauffant si nécessaire.

- Répartir en tubes ou en flacons.

- Stériliser a I’autoclave a 121°C pendant 15 minutes.

Conservation

- Milieu déshydraté : 2-20°C.
- Milieu préparé en flacons : 6 mois a 2-8°C.
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Bouillon TSB (« Tryptone Soja Broth »)

Domaine d'utilisation
Le milieu TSB est un milieu nutritif universel utilisé dans de nombreux cas. Il peut étre utilisé pour
la croissance et l'isolation de nombreuses bactéries en aérobiose et en anaérobiose.

Composition
Pour 1 litre de milieu :

el B 0110 s L PRSP UPPURRR 17,0 g
- Peptone papainique d€ SOJa.......cc.eeiuiiriieiiieiieeie ettt ettt ettt et sttt et e et e e et eeeenraee s 30g
€ 111 10 ] USSP 25¢g
- Phosphate dipOtassSiqQUE.........cecuieruiieiieriieeieeeiteeite ettt ettt e sttt e st e e bt essaeebeesnsbeeeenbaeesenneeeens 25¢g
= ChIOTure de SOTUIML.....ccoiuiiiiiiieeiiee ettt et e e e et e et e e etaeeeaaeeensaeesssaeesnseeeensssaeeeeeans 50g

pH du milieu prét-a-’emploi a 25°C : 7,3 +0,2.

Préparation

- Mettre en solution 30,0 g de milieu déshydrat¢ (BK046) dans 1 litre d’eau distillée ou
déminéralisée.

- Agiter lentement jusqu’a dissolution compléte..

- Répartir en tubes ou en flacons.

- Stériliser a I’autoclave a 121°C pendant 15 minutes.

Conservation

- Milieu déshydraté : 2-30°C.
- Milieu préparé en tubes ou en flacons : 6 mois a 2-25°C.
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Gélose TSA (« Tryptone Soja Agar »)

Domaine d'utilisation
Le milieu TSA est un milieu nutritif universel utilisé dans de nombreux cas. Il peut étre utilisé pour
la croissance et l'isolation de nombreuses bactéries en aérobiose et en anaérobiose.

Composition
Pour 1 litre de milieu :

e B0 0110 0 LSO UPUURR 150¢g
- Peptone papainiqUe A€ SOJa.......cc.eeiiiiriieriieiieeieet ettt ettt ettt ettt et e et aeeenraeans 50¢g
= ChlOTure de SOATUML......cccuiiiiiiieciieecee ettt e et e e et e e etaeeeaaeeessaeesssaeessseaesnnsssneeeeeans 85¢g
- Agar agar DACtErIOLOZIQUE. ......c.eiiiiiiieiiieieee ettt ettt ettt et s te e bt e st e esbeeeenneaeeans 150¢g

pH du milieu prét-a-I’emploi a 25°C : 7,3 £0,2.

Préparation

- Mettre en suspension 40,0 g de milieu déshydraté (BK047) dans 1 litre d’eau distillée ou
déminéralisée.

- Porter lentement le milieu a ébullition sous agitation constante et I’y maintenir durant le temps
nécessaire a sa dissolution.

- Répartir en tubes ou en flacons.

- Stériliser a I’autoclave a 121°C pendant 15 minutes.

- Refroidir et maintenir le milieu a 47°C pour utilisation.
Conservation
- Milieu déshydraté : 2-30°C.

- Milieu préparé en flacons : 6 mois a 2-25°C.
- Milieu coulé en boites : 1 mois a 2-8°C.
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Milieu TS (« Tryptone Salt »)

Domaine d'utilisation

Le bouillon TS est un diluant destiné a la préparation des suspensions meres de laits en poudre et
concentrés, de produits laitiers et d'autres produits alimentaires en vue de leur analyse
microbiologique.

Il est également utilisé pour effectuer les dilutions décimales.

Composition
Pour 1 litre de milieu :

pH du milieu prét-a-I’emploi a 25°C : 7,0 + 0,2.

Préparation

- Mettre en solution 9,5 g de milieu déshydrat¢ (BKO14) dans 1 litre d’eau distillée ou
déminéralisée.

- Agiter lentement jusqu’a dissolution compleéte.

- Répartir en tubes ou en flacons.

- Stériliser a I’autoclave a 121°C pendant 15 minutes.

Conservation

- Refroidir a 25°C.

- Préparation de dilutions décimales : introduire 1 mL de suspension mere dans un tube contenant
9mL de milieu ainsi préparé, homogénéiser parfaitement, recommencer |’opération jusqu’a
I’obtention de la dilution souhaitée.
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Annexes

Annexe 2. Principe du dosage de I'acide lactique Kit Megazyme D-
lactic acid and L-lactic acid (K-DLATE)

Les réactions mises en ceuvre lors de ce dosage sont des réactions enzymatiques. L'acide D-
lactique et 1'acide L-lactique sont dosés successivement. La premicre réaction est catalysée par la D-
lactate déshydrogénase (D-LDH), l'acide D-lactique est oxydé en pyruvate en présence de
nicotinamide adénine dinucléotide (NAD™) (1).

(1) D-lactate + NAD" «» pyruvate + NADH + H*

Cependant, I'équilibre de la réaction est fermement en faveur de 1'acide D-lactique et de NAD™, une
réaction supplémentaire est nécessaire pour piéger le produit pyruvate. Celle-ci est réalisée par la
conversion de pyruvate en D-alanine et 2-oxoglutarate avec l'enzyme D-glutamate-pyruvate
transaminase (D-GPT) en présence d'un excés de D-glutamate (2).

(2) pyruvate + D-glutamate «» D-alanine + 2-oxoglutarate

La quantit¢ de NADH formée dans la réaction ci-dessus est stoechiométriquement couplée a la
quantité d'acide D-lactique. Elle est déterminée par I'augmentation de I'absorbance a 340 nm. Dans
un ensemble de réactions similaire, 1'acide L-lactique est oxydé en pyruvate par la L-lactate
déshydrogénase (L-LDH) en présence de NAD™ (3).

(3) L-lactate + NAD" <> pyruvate + NADH + H*

Le pyruvate est a nouveau pi¢gé a l'aide de D-GPT en présence d'un exceés important de D-
glutamate.

Procédure de dosage séquentiel de l'acide D- et L-lactique selon le kit Megazyme.
Longueur d'onde de mesure : 340 nm

Température ambiante

Lecture contre 1'air

Dans une macrocuve,

Eau distillée 1,50 mL
Echantillon 0,10 mL
Solution 1 (tampon) 0,50 mL
Solution 2 (NADY) 0,10 mL
Suspension 3 (D-GPT) 0,02 mL
M¢élanger, apres 3 min, lecture de I'absorbance A1 (elle doit étre stable, si elle évolue, attendre quelques minutes
supplémentaires)
Suspension 5 (D-LDH) ‘ 0,02 mL
Me¢élanger, aprés 5 min, lecture de I'absorbance A2 (elle doit étre stable, si elle évolue, attendre quelques minutes
supplémentaires)
Suspension 4 (L-LDH) ‘ 0,02 mL

Me¢élanger, apreés 10 min, lecture de 1'absorbance A3 (elle doit étre stable, si elle évolue, attendre quelques minutes
supplémentaires)
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Pour obtenir la concentration en acide lactique (D et L) en g.L-1 présente dans I'échantillon, les
calculs sont les suivants.
M)
(exdxv)

avec c : concentration en g.L-1
V : volume final dans la cuve (mL)
MW : poids moléculaire
¢ : coefficient d'extinction de NADH a 340 nm (= 630 L.mol!.cm)
d : trajet de la lumiére (cm)
v : volume de I'échantillon (mL)
AA : pour 'acide lactique D — AA.cide D-lactique = A2 — A,
pour l'acide lactique L — AAqcide L-tactique = A3 — A2.

Ce qui donne donc pour l'acide D-lactique :
(2,24%90,1)

c= (6300%1,0%0.1) *x A A(acide D—lactique)=0,3204* A A(acide D—lactique)
et pour l'acide L-lactique :
c= (2,26%90,1) *x A A(acide L —lactique)=0,3232% A A(acide L— lactique)

(6300%1,0%0,1)
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Annexe 3. Electrophorése Tricine-Page Protocole détaillé

L'¢lectrophorese Tricine-SDS-page est communément utilisé pour la séparation des peptides
de masse moléculaire allant de 1 a 100 kDa nous permettant pour ce projet de détecter la présence
de bactériocines dans les surnageants de culture de LAB. Ce protocole a été¢ mis au point au sein de
BioDyMIA a partir de deux publications de Schéigger (Schigger et Von Jagow, 1987 ; Schigger,
2006).

Les différentes solutions meres ont été préparées comme suit :

A. Tampon de charge 2X
— Dissoudre 1 g de SDS (Sodium Dodecyl Sulfate, L3771, Sigma) a chaud (~70°C) dans 60 a
70 mL d'eau distillée
— Ajouter : 1,21 g de Tris (T1503, Sigma), 0,2 g de Serva Blue® (Serva), 4 mL de
mercaptoéthanol (M7154, Sigma) et 24 g de glycérol (Labogros, France)
— Mesurer le pH et ajuster a 6,8 (avec HCI)
— Transvaser en fiole jaugée de 100 mL et compléter avec de I'eau distillée

B. Acrylamide 49,5 % (m/v) T -3 % (m/v) C
— Peser 24 g d'acrylamide (A3553, Sigma), 0,75 g de bis-acrylamide (146072, Sigma) et
ajouter progressivement 40 mL d'eau sous agitation et en chauffant Iégérement
— Transvaser en fiole jaugée de 50 mL et compléter avec de 1'eau distillée

C. Acrylamide 49,5 % (m/v) T -6 % (m/v) C
— Peser 23,25 g d'acylamide, 1,50 g de bis-acrylamide et ajouter progressivement 40 mL d'eau
sous agitation et en chauffant légérement
— Transvaser en fiole jaugée de 50 mL et compléter avec de 1'eau distillée

D. Tampon pour gel : solution a 0,3 % (m/v) SDS, Tris 3 M, pH 8,45
Dissoudre 0,6 g de SDS a chaud (~70°C) dans 20 mL d'eau distillée
Ajouter 72,6 g de Tris et ~160 mL d'eau distillée
Mesurer le pH et ajuster a 8,45 (avec HCI)

— Transvaser en fiole jaugée de 200 mL et compléter avec de I'eau distillée

E. Persulfate d'ammonium 10 % (m/v)
— Peser 2 g de persulfate d'ammonium (A3678, Sigma)
— Transvaser en fiole jaugée de 20 mL et compléter avec de 1'eau distillée

F. Tampon cathode, 0,1 % (m/v) SDS, Tris 0,1 M, Tricine 0,1 M, pH 8,25
Dissoudre 0,5 g de SDS a chaud (~70°C) dans 20 mL d'eau distillée
Ajouter 6,05 g de Tris, 8,96 g de Tricine (T0377, Sigma) et ~400 mL d'eau distillée
Mesurer le pH et ajuster a 8,25 (avec HCI ou NaOH)
Transvaser en fiole jaugée de 500 mL et compléter avec de I'eau distillée

G. Tampon anode, Tris 0,2 M, pH 8,9
— Dissoudre 24,23 g de Tris dans de 1'eau distillée (~800 mL)
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— Mesurer le pH et ajuster a 8,9 (avec HCI)
— Transvaser en fiole jaugée de 1000 mL et compléter avec de I'eau distillée

Trois gels différents doivent étre coulés successivement les uns par dessus les autres. Un gabarit, a
fixer sur la plaque de verre, indique les hauteurs a couler.

Composition des gels (TEMED : T9281, Sigma)

Quantités pour 1 plaque (Quantites pour 2 plaques
avec espaceurs et peignes 1 mm avec espaceurs et peignes 1 mm
I:uﬁn'.-ser la plaque pleine au 2e
emplacement)
Gel 1 Gel 2 Gel 3 Gel 1 Gel 2 Gel 3
Glycérol 4qg - - 8g
Acrylamide 49 5%T- 3%C " - 1.5 mL 0.5 mL - ImL 1 mL
Acrylamide 49, 5%T- 6%C " 10 mL - - 20 mL - -
Tampon pour gel 10 mL 2.5 mL 1,5 mL 20 mL 5 mL 3.1 mL
Eau distillée 6 mL 3.5 mL 425 mL 12 mL 7 mL 8.4 mL
Mélanger, puis ajouter au dernier moment :
Persulfate d'ammonium 10 % 100 pL 100 pL 100 pL 200 pL 100 pL 100 pL
TEMED 10 pL 10 pL 12,5 pL 20 pL 10 pL 12,5 pL
Coulage des gels

HiNINInTninininin gel 3 : gel de concentration « stackinggel » -4 cm; 4 %T, 3 % C (4,8 mL)

gel 2 - gel d'espacement « spacer gel» - 2 cm; 10 %T, 3 % C (4,8 mL)

gel 1 : gel de séparation« separating gel » - 14 cm; 16,5 %T, 6 % C (22,4 mL)

Le premier gel est coulé rapidement sans faire de bulles. Une fine couche d'eau est déposée a la
surface et le gel est laissé pour polymérisation environ 30 min en vérifiant la prise du restant du gel
dans le bécher. Une fois le premier gel polymérisé, la fine couche d'eau est enlevée a l'aide de
papier absorbant et le second gel est coulé en suivant la méme méthodologie. Pour le gel n°3, le
peigne doit étre placé avant de couler le gel.

Les échantillons sont ajoutés au tampon de charge en proportion 50/50 (v/v). Les volumes des
dépots dans les puits sont compris entre 10 et 40 pL. La migration se fait selon le programme
suivant (générateur Bio-Rad, Power Pac™, Universal, 500 V, 2,5 A, 500 W) :

- Etape 1 : 30V, limites 100 mA/500 W, durée 1h

- Etape 2 : 7 W, limites 300 V/250 mA, durée environ 18 h.

A la fin de la migration, le gel est récupéré délicatement et révélé. Une premicre étape de pré-
fixation est réalisée avec un bain d'une heure dans une solution de glutaraldéhyde (G6257, Sigma) a
5 %. Le gel est ensuite rincé dans I'eau distillée et placé dans un bain avec la solution de fixation
(acide acétique (33209, Sigma)/méthanol (65543, Sigma)/eau distillée (10/50/40)) pendant 30 min.
Puis le gel est coloré 1 h dans une solution de Serva Blue® a 0,025 % (m/v) dans de 1'acide acétique
a 10 % (v/v). Enfin la décoloration se réalise en plusieurs bains (de 30 min au début a 2h a la fin) de
solution d'acide acétique a 10 % (v/v) jusqu'a obtenir un fond clair et des bandes nettes.
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This study aimed to entrap bioprotective lactic acid bacteria in asodium caseinatefsodium alginate aque-
ous two-phase system. Phase diagram at pH =7 showed that sodium alginate and sodium caseinate were
not miscible when their concentrations exceeded 1% (wjw) and 6% (w/w), respectively. The stability of
the caseinate/alginate two-phase system was also checked at pH values of 6.0 and 5.5. Lactococcus lactis
subsp. lactis LAB3 cells were added in a 4% (wjw) caseinate/1.5% (w/w) alginate two-phase system at
pH =7. Fluorescence microscopy allowed to observe that the caseinate-rich phase formed droplets dis-
persed in a continuous alginate-rich phase. The distribution of bacteria in such a system was observed
by epifluorescence microscopy: Le. lactis LAB3 cells stained with Live/Dead® Baclight kit™ were located
exclusively in the protein phase. Since zeta-potential measurements indicated that alginate, caseinate
and bacterial cells all had an overall negative charge at pH 7, the preferential adhesion of LAB cells was
assumed to be driven by hydrophobic effect or by depletion phenomena in such biopolymeric systems.
Mareover, LAB cells viability was significantly higher in the ternary mixture obtained in the presence of
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1. Introduction surface of cooked shrimps which results in a shelf life at least as

long as with artificial preservatives [1]. As pointed out in several

Food fermentation is one of the oldest techniques of food preser-
vation. Its efficiency is based on various mechanisms by which
microorganisms can inhibit the growth of food spoilage or food-
borne pathogenic microorganisms (e.g. competition for nutrients
and production of antimicrobial metabolites). The exploitation of
these mechanisms for the preservation of non-fermented foods
namely includes the direct addition of preservatives of microbial
origin such as organic acids (e.g. lactic or propionic acid) and other
more specific antimicrobial molecules such as nisin. Encapsulation
or incorporation in food packaging materials have been proposed
to increase their efficiency andfor to control their release in food
matrices.

In thelast decade, the exploitation of bioprotective microorgan-
isms to increase microbial safety and/or shelf life of foods has also
been proposed as an economic and efficient alternative to the addi-
tion of food preservatives. As in traditional fermented products,
most of these bioprotective microorganisms are lactic acid bacteria
(LAB). A good example of their application is their spraying on the

* Corresponding author. Tel.: +33 474 4552 52; fax: +33 4 74 45 52 53.
E-mail address: nadia.oulahal@univ-lyon1.fr (N. Oulahal).

0927-7765/$ — see front matter © 2013 Elsevier B.V. All rights reserved.
http://dx.doi.org/10.1016j.colsurfb.2013.03.005

recent articles, the entrapment of bioprotective TAB in polymers
could render their storage and handling more convenient. LAB cells
entrapped in calcium alginate beads and subsequently freeze-dried
were stored at 4°C for 6 months: their viability and antimicro-
bial activity remained stable [2]. Cells of bacterial strains selected
for their anti-listerial activity were incorporated in caseinate [3],
starch and alginate [4] or polyvinyl alcohol (PVOH) [5]. Once put
in direct contact with foods artificially contaminated with Listeria
monocytogenes, they effectively inhibited its growth. Antimicrobial
matrices containing bioprotective bacteria can thus be considered
as a promising alternative to food preservatives presenting several
advantages. (i) From an economic perspective, the incorporation
of cells rather than antimicrobial metabolites is less expensive. (ii)
In addition to their effectiveness during refrigerated storage, the
growth of bioprotective bacteria and their production of antimi-
crobial metabolites are activated when temperature is increasing,
such as when an accidental rise of temperature occurs during
food storage. They can thus be considered as active packaging.
Incorporation of bioprotective microorganisms in matrices vary-
ing in composition and structure could be an innovative strategy to
provide amicroenvironment that would favour the preservation of
their viability and their antimicrobial activity.
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Indeed, there is a growing interest in the development of
biopolymer-based delivery systems to encapsulate, protect and
release active substances [6]. Proteins/polysaccharides mixtures
have been proposed to formulate such bioprotective systems. Sev-
eral structures could be observed with these mixtures depending
on the interactions between proteins and polysaccharides. The
most comnmon example of this type of interactionis the electrostatic
attraction between two biopolymers carrying opposite electrical
charges resulting in molecular complexes. If these complexes are
soluble, biopolymers and solvent are in the same phase; other-
wise biopolymers complexes are concentrated in one of two phases,
the other containing mainly solvent. This situation is called com-
plex coacervation or associative phase separation [7,8]. However,
when biopolymer-solvent interactions are favoured and at high
concentrations in biopolymers, both phases contain preferably one
biopolymer, the solvent being divided between both phases. This
type of phase separation is called segregative phase separation and
is governed by thermodynamic incompatibility [7-9]. It is a spon-
taneous phase separation caused by a net repulsion between the
biopolymers in aqueous solution, each having a preferential affin-
ity with the solvent. The molecular origin of this effect is usually
the steric exclusion effect [6]. It occurs when one or both of the
biopolymers are uncharged or when both biopolymers have similar
charges. Particularly, aqueous mixtures of proteins and polysac-
charides (ionic or not) give rise to thermodynamic incompatibility
when the concentration of each polymer exceeds a certain level [ 7].
Interestingly, these phase-separated biopolymer systems canresult
in a variety of microstructures controlled by the mixing conditions
and by the shearing of the mixture [6].

The two polymers which have been chosen within the present
study to implement these systems are sodium alginate and sodium
caseinate. Alginate is an anionic polysaccharide consisting of lin-
ear chains of (1-4 )}-linked--p-mannuronic and a-1-guluronic acid
residues, chosen for its extensive use in food industry and its abil-
ity to gel by addition of CaCl,. Sodium caseinate is a salt of casein,
a random coil polymer since the supra-molecular organization
(micelles) was lost.

Lactococcus lactis is avery important commercial strain because
of its wide use in the preparation of fermented dairy products.
The main role of this bacterium during fermentation is acidifica-
tion mainly through lactic acid production. Some Le. lactis subsp.
lactis strains are also used for food preservation because of their
ability to produce bacteriocins such as nisin, lacticin and lacto-
coccin [10]. The commercial LAB3 Le. lactis subsp. lactis strain
considered in this study has been selected for its bioprotective
activity. LAB3 L lactis subsp. lactis cells have been incorporated
in a sodium alginate/sodium caseinate aqueous mixtures giving
rise in phase-separated systerns. Although many studies concern-
ing proteins/polysaccharides (namely alginate/caseinate) systems
have been published [9,11-13], to our knowledge the localization
and the partition of LAB cells in such systems have not been consid-
ered elsewhere. Therefore, the main objective of this work was to
localize cells of a LAB strain in a sodiurmn alginate/sodium caseinate
system. A prerequisite was the study of the segregative phase sepa-
ration of the considered sodium alginate/sodium caseinate system
at three pH values (ranging from 7.0 to 5.5) where viable and active
LAB cells could be incorporated.

2, Materials and methods
2.1. Materials
Sodium caseinate (Cas) and sodium alginate (Alg) powders

were from Fisher Scientific (United Kingdom) and Acros Organ-
ics (Belgium), respectively. Cas total protein content determined

by the Kjeldahl method was 93.20% (nitrogen conversion factor
N=6.38). Cas and Alg moisture and ash contents were determined
according to NF B 51-004 [14] and NF M 03-003 [15] standards,
respectively.

Moisture and ash contents of Cas powder were both about 5%.
The sodium caseinate composition wasin agreement with the man-
ufacturer data. Moisture and ash contents of Alg, powder were 8.0%
and 25.9%, respectively. The rather high percentage of ash of sodium
alginate is due to the sodium content. Analytical grade imidaz-
ole (C3H4N3), acetic acid, sodium azide (NaN3 ), sodium hydroxide
(NaOH) and hydrochloric acid (HCl) were from Sigma Chemical
(Germany). Distilled water was used for the preparation of all solu-
tions and emulsions.

2.2. Preparation and incorporation of lactic acid bacteria in
biopolymeric matrices

Le. lactis subsp. lactis LAB3 strain (commercial starter MDO89
(Ezal line, Rhéne Poulene, Dangé Saint-Romain, France)) was kept
at —20°C in “de Man Rogosa Sharp” [MRS) broth [16] (Biokar Diag-
nostics, Beauvais, France) supplemented with glycerol (15%, vfv).

Surface properties of Le lactis TAB3 cells were investigated
according to the Microbial Adhesion To Solvents (MATS) test
described by Bellon-Fontaine et al. [17].

For cells preparation, the pre-culture was inoculated in MRS
broth by a frozen sample and left 18 h at 30°C. The cells were har-
vested in the stationary growth phase, reached after 24 hincubation
under anaerobic conditions at 30°C, by centrifugation (4000 x g,
5min, 4 °C). They were washed twice with Tryptone Salt (TS} broth
(Biokar Diagnostics, Beauvais, France). After the last centrifugation,
the cells were diluted in sterile distilled water and incorporated in
1.5% (wiw) Alg or in 1.5% (wiw) Alg — 4% (wfw) Cas at two dif-
ferent final concentrations: 108 CFUmL-? (C1) and 104 CFUmL-!
(C2). These matrices were stocked at 30°C and LAB3 strain cells
cultivability was measured by a classical enumeration on MRS agar
plates.

For the enumeration of bacteria in Alg solution and Alg-Cas
mixture at Q, 1, 2, 5, § and 12 days of storage, serial 10-fold
dilution were performed on TS broth. In Petri dish, 1mL of dilu-
tions was added to supercooled MRS agar (at 50°C). After cooling,
dishes were incubated at 30°C during 24 h under anaerobic con-
ditions. The number of colony forming units (CFU) on MRS agar
was counted and expressed relatively to the volume of polymeric
mixture (CFUmL-1).

2.3. Preparation of the mixtures and separation of the
equilibrium phases

Stock solutions of Alg (4%, wiw) and Cas (20%, wiw) were
prepared by dispersing powders in an acetatefimidazole buffer
(5mmol L1, pH 7) and stirred overnight with a magnetic stirrer
until the proper hydration was reached. Sodium azide (0.02%, wjw)
was added to the stock solutions as antimicrobial agent except
in the case of addition of LAB3 cells. The pH was adjusted by
adding HCl (1 mol L=') or NaOH (1 mol L~1) and the solutions were
then centrifuged (20°C, 12,500 x g, 15min) to remove insoluble
residues. The resulting solutions were kept at 4 °C and used within
one week for preparing the Alg/Cas mixtures with different ratios.
For high biopolymer concentrations (Alg>2.5% (wjw) and Cas> 7%
(ww)), mixtures were directly prepared from powders.

2.4. Determination of the phase diagram
In a preliminary study, visual observations for different Alg and

Cas aqueous mixtures were done to check if macroscopic phase sep-
aration occurred. Different concentrations of Alg and Cas solutions
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were added in 15mL tubes. All concentrations were calculated on
a weight percentage basis (w/w). The 15mL tubes were vortexed
until the mixtures became homogeneous. Phase diagrams of the
water-Alg-Cas systemn were established at pH values of 7.0, 6.0,
and 5.5 at room temperature. In order to speed up the macroscopic
phase separation and to obtain a clear phase separation [18], tubes
were centrifuged (5000 x g, 15min, 20°C). Macroscopic complete
separation was considered as achieved when the volume of the
upper phase was no longer decreasing. Otherwise centrifugation
was repeated. The two distinct layers will be referred to as top phase
and bottom phase.

Proteins concentration (% w/w) in each phase was deter-
mined following Kjedahl method. Polysaccharides (% wfw) content
was calculated according to the following formula: %polysaccha-
rides=%dry matter — %proteins.

Dry matter was determined by oven-drying at 103 °C until con-
stant weight. For this calculation, it was assumed that salts were
evenly distributed in the upper phase and in the bottom one.

The biopolymer concentrations of each separated phase
obtained for different biopolymer mixtures were represented on
the same diagram for the delimitation of the cosolubility and ther-
modynamic incompatibility zones. The binodal delimitation line
was drawn according to the method described by Tolstoguzov [19].

2.5, Zeta (f)-potential measurement

The electrical charge (£-potential) of the used biopolymers (Cas
and Alg) and of the LAB3 strain cells was measured using a parti-
cle electrophoresis instrument (Zetacompact, CAD Instruments, Les
Essarts-le-Roi, France). The ¢-potential was determined by measur-
ing the direction and velocity of particle movement in the applied
electric field for pH values ranging from 4 to 8. Biopolymers or LAB3
strain cells were diluted to a concentration of approximately 0.001%
(wfw) for Cas, 0.005% (wfw) for Alg, and 8 x105CFUmL™! for
[AB3 cells (according to the method described in Section 2.2) with
5mmol L1 imidazolefacetate buffer adjusted to the appropriate
pH by using NaOH or HCl solutions (1 mol L~1) prior to measure-
ments. The diluted solutions/suspensions were mixed thoroughly
and then injected into the measurement chamber of the parti-
cle electrophoresis instrument. The ¢-potential measurements are
reported as the average and standard deviation of measurements
performed on three freshly prepared samples.

2.6. lLocalization of LAB cells in caseinate/alginate phase
separated systems by fluorescerice microscopy

Optical microscope Axiovert 25 CFL(Prolabo, France)in fluores-
cence mode was used to observe the localization of the lactic acid
bacteria in the biopolymeric systems. The epifluorescence micro-
scope was connected to a camera (Nikon FO0X).

Staining was performed using two different markers for cells
and protein phase, respectively. For cells labeling, Live/Dead®
Baclight kit™ (Invitrogen, France) was used according to the sup-
plier instructions. This kit contains two fluorochromes (Syto® 9
(green fluorescent nucleic acid stain) and propidium iodide (PI))
that distinguish cultivable, uncultivable viable cells and dead cells.
Observations were made with the filters 09 (observations of cells
staining with Syto® 9 and P1) and 00 (observation of cells labeling
with PI) (excitation wavelength bandpass: 530-585nm, emission
wavelength: 615nm). For caseinate labeling, 10 LL of Rhodamine
B (1%, wfv, R-1755, Sigma-Aldrich, USA) were added to 1mlL of
each matrix. One drop was placed on a microscope slide with a
glass cover and the preparation was observed with filter 43 (exci-
tation wavelength bandpass: 525-545nm, emission wavelength

bandpass: 605-670 nm) and with filters 00 and 09 when cells were
incorporated into matrices.

2.7. Statistical analysis

All experiments were performed using at least three freshly pre-
pared samples. Theresults presented are the averages and standard
deviations that were calculated from these replicate measure-
ments. We ran a one-way ANOVA with a significance level set at
0.05. All statistical tests were performed using the Statgraphics cen-
turion XV software (version 15.0.10, Sigmaplus, Levallois-Perret,
France).

3. Results and discussion
3.1. Sedium alginate/sodium caseinate phase diagram

The diagram presented in Fig. 1 was established from macro-
scopic separation assessed by eye. The two biopolymers (Cas and
Alg) were poorly miscible and the mixtures separated into an Alg
rich phase {upper) and a Cas rich phase (bottom). This separa-
tion was observable for mixtures of Alg and Cas at concentrations
exceeding 0.5% (w/w) and 5% (w/w), respectively. The appearance
of two distinct phases after centrifugation is due to the interactions
that occur between proteins and polysaccharides: electrostatic
and/or hydrophobic interactions, size exclusion. These systems are
characterized by repulsive forces between the protein and polysac-
charide chains and this does not promote the association of the two
polymers but rather each one “pushes” the other from its environ-
ment, creating the phase separation governed by thermodynamic
incompatibility [20].

The present phase diagram was in qualitative agreement with
previous studies concerning Alg/Cas mixtures [9,11-13]. Nev-
ertheless, quantitative comparison is hindered by the different
biopolymer sources used differing in their molecular weight
distribution or in their linear structure, and by different salt con-
centration conditions. Subsequently, mixtures were selected in the
zone of incompatibility and the amounts of protein and alginate
present in each phase were measured by the Kjeldahl method and
dry matter respectively, for solving the binodal curve at different
pH values.

3.2. Effect of pH on alginate/caseinate phase diagram

pH is one key parameter for biopolymer interactions. Inter-
macromolecular interactions, caused by the presence of complex-
ing agents in a two-phase biopolymer mixture, can affect the phase
equilibrium and the morphology of incompatible biopolymer mix-
tures [13]. Three different diagrams were determined at three
different pHvalues: 7.0, 6.0, and 5.5 (Fig. 2). At pH=7, the biphasic
shape of the area representing demixing was typical of segregative
phase separation since itis U-shaped [21]. The tie-lines were quite
parallel to each other indicating that the charges brought by the
two macromolecules had almost the same intensity. The binodal
at pH=7 was drawn in Fig. 1 (dashed curve) indicating that some
mixtures presenting apparent phase separation were in the mis-
cible zone. Incomplete phase separation from the mixture chosen
to build the binodal could explain this contradictory discrepancy.
This phenomenon occurred especially for concentrated mixtures as
already shown elsewhere [22]. Meanwhile for reasons of high vis-
cosity of the biopolymeric system, the mixtures did not separate
completely and thermodynarmic equilibrium could not be reached.
Besides, pH variation of Alg and Cas mixtures seemed to affect sig-
nificantly the shape of the diagrams. When the pH decreased and
approached the Cas pl(4.5), the binodal shifted towards the axis of
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Fig. 1. Visual phase diagram of alginate/caseinate binary mixture at pH 7 (+: separated phase, ®: monophasic mixture). Binodal curve reported from Fig. 2(a) (dashed line)

— microscopic observations 100 x.

Cas and tie-lines were less parallel in particular at pH=5.5. More-
over, the area of the biphasic zone was larger for pH=7 than for
pH=>5.5: this means that thermodynamic compatibility increased
with pH.

As electrostatic repulsions are usually the major driving force for
the segregative interaction between charged molecules in aque-
ous solutions [20,21,23,24], the ¢-potential of Alg and Cas were
measured as a function of pH (Fig. 3).

Literature regarding the influence of pH on Cas/Alg aque-
ous mixtures state diagrams is scarce. However, the same type
of behaviour was reported by Grinberg and Tolstoguzov [7] for
ternary diagrams concerning aqueous mixtures of other biopoly-
mers (dextran/globulin, arabic gum/globulin) at pH greater than 7.
An increase of the incompatibility area was found between pH 8
and 10 for arabic gum/globulin mixtures, the trend of the binodal
was identical to that obtained in this work, However, it is difficult to
state a general rule since the conditions of incompatibility depend
on the pair of used polymers and namely on their conformations
(which strongly differ for caseinate and globulins).

3.3. Microstructure of Alg/Cas aqueous two-phase systems
without LAB cells

From the established diagrams, some concentrations in the area
of incompatibility at pH=7 were chosen to observe the micro-
structures of such mixtures. Keeping a fixed polymer concentration,
the concentration of the second polymer has been modified and
vice versa. Microscopic observations are presented in Fig. 1.

The typical microstructure of water in water emulsion was
observed on the different micrographs. According to literature,
two polymers-based water in water emulsions are dispersions of
spherical water droplets containing one polymer in a continuous
aqueous phase containing the other [19,20,25]. In addition, the

concentration increase of one of the two biopolymers caused an
increase in the droplets number and their size. The formation of
spherical inclusions in Cas/Alg systems resulting from a nucleation
and growth kinetic mechanism has been already described else-
where [26]. In the present study, Cas/Alg two-phase systems were
designed in order to assess their potential to entrap bioprotective
lactic acid bacteria. The 1.5% (wjw) Alg - 4% (w/w) Cas composi-
tion taken from the incompatibility area at pH =7.0 was chosen for
this investigation. Microstructures of the initial mixture and of the
two separated phases after centrifugation were observed by label-
ing caseinate with Rhodamine (Fig. 4). This particular composition
showed a continuous phase of alginate with caseinate droplets dis-
persed within. There were some remaining alginate inclusions in
caseinate rich phase and conversely. Indeed, the two-phase system
obtained was viscous giving rise to incomplete segregative sepa-
ration in accordance with the previous ascertainment concerning
the binodal determination (see Section 3.2). Therefore, Lc. lactis
subsp. lactis LAB3 cells were entrapped in Cas/Alg mixtures and
microscopic investigations were conducted in order to study their
localization in such matrices.

3.4. Partition and viability of LAB cells in the Alg/Cas two-phase
system

Microscopic observations of mixtures of Alg and Cas (labelled
with Rhodamine Fig. 4) after incorporation of Lc. lactis subsp. lactis
LAB3 cells (labelled with the Live/Dead® Baclight kit™) revealed
that cells were located in the caseinate-rich droplets whereas the
alginate-rich continuous phase was free of any bacterial cell (Fig. 5).
Live/Dead® Baclight kit™ was chosen since it contains two nucleic
acid stains (Syto®9 and propidium iodide) which can be used to
differentiate live and dead cells. Live cells fluoresce green and dead
cells fluoresce red. In future work, cell viability estimation will be
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Fig. 2. Phase diagrams of alginate/caseinate binary mixtures at pH values of 7.0 (a),
6.0 (b) and 5.5 (c). 4, initial composition of Alg/Cas mixtures and @, composition of
phases rich in one polymer after initial mixture phase separation.

performed by microscopy in addition to the classical enumeration
on MRS agar plates.

This preferential localization of LAB cells in the protein-rich
phase could be explained by different factors. First, the adhe-
sion of bacterial cells to surface or organic phase is known to be

{-potential (mV)

pH

Fig. 3. {-potential changes in 0.001% (wjw) Cas, 0.005% (w/w) Alg and free LAB3
cells (8 x 10° CFUmL™') as a function of pH in 5 mmol L~! imidazole/acetate buffer,
vertical bars represent the standard deviation of one independent study performed
in triplicate.

mainly related to their own surface properties [27,28]. Non-specific
interactions such as hydrophobic or electrostatic interactions are
generally involved in such mechanism. The ¢-potential of LAB3 cells
in solution was also determined and compared to the ¢-potential
of the two biopolymers within the same pH range. It ranged from
about —25 to —20 mV for pH values between 4 and 8 (Fig. 3). For pH
values between 7 and 5 (pH range of the matrices designed to incor-
porate LAB3 cells), the three components (Alg, Cas, LAB3 cells) had
an overall negative charge that should result in strong electrostatic
repulsion. Nevertheless, the two biopolymer sources have a high
salt (sodium) content and the cationic counterions in solution have
the ability to reduce the repulsive interactions by a screening effect
favouring other non specific interactions like hydrogen bonds or
hydrophobic interactions. The surface properties of LAB3 cells was
characterized using the Microbial Adhesion To Solvents (MATS) test
(data not shown). LAB3 cells surface showed a clear hydrophilic
character with a percentage of affinity to apolar solvents (hexade-
cane and hexane) below 30%. Moreover the MATS results revealed
that the cell surface was distinctly electron donor (Lewis-base)
since the affinity to Lewis-acid chloroform was distinctly higher
than that to hexadecane. Despite the low hydrophobic charac-
ter of LAB cells, the contribution of such non specific interactions
cannot be excluded. While alginate is a highly hydrophilic macro-
molecules, caseinate like other proteins have hydrophobic groups
along the unfolded peptidic chain able to promote association with
the apolar binding sites at the surface of the LAB cells.

Only few publications deal with the distribution of bacterial
cells in aqueous two-phase systems [29-31]. As pointed out by
Umakoshi et al. [32], the partitioning of bacterial cells in artifi-
cial aqueous two-phase systems (dextran/polyethylene glycol) is
influenced by different effects which act independently. The over-
all partition coefficient of the cells in such systems represents the
different contribution of mainly electrostatic, hydrophobic, salt and

Fig. 4. Caseinate phase labeling with Rhodamine B in 1.5% (w/w) alginate/4% (w/w) caseinate aqueous mixture (microscopic observations (100x) (filter 43)). (a) Mixture;

(b) caseinate rich phase; (c) alginate rich phase.
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Fig. 5. Localization of cells in the 1.5% (w/w) alginate/4% (w/w) caseinate system at pH 7 — microscopic observations (filter 00 and 09) (100x ) with LAB3 cells labeling with

Live/Dead® Baclight™ kit and caseinate phase labeling with Rhodamine B.

ligand effects. In the present case, this theory is consistent with a
hydrophobic driven partitioning of LAB cells by considering that
salt and electrostatic contribution are quite the same between the
two phases. Preferential partitioning of bacterial cells was also
observed for other aqueous two-phase systems such as poly(vinyl
pyrolidone) (PVP)/dextran [29], sodium polystyrene sulfonate or
succinoglycan [31]. Schwarz-Linek et al. [31] highlighted deple-
tion phenomena in bacteria-polymer mixtures. This mechanism
explains how a suspension of spherical particles can be flocculated
when a polymer is added to the medium. If the volume available
between two particlesis less than the volume occupied by the poly-
mer, the space between the two particles is no longer accessible
to the polymer promoting the self-adhesion of the polymer and
the flocculation of the particles [19]. As LAB cells can be consid-
ered as spherical particles, alginate chains could have promoted
the depletion of cells from their environment more intensively than
the caseinate molecules explaining the exclusion of cells from the
continuous alginate rich-phase in the present study.

Lc. lactis LAB3 cells were incorporated in mixtures (alginate and
alginate-caseinate) at two different concentrations: approximately
108 CFUmL-! (C1) and 104 CFUmL~! (C2). Matrices were stored at
30°C, LAB3 cultivability (Fig. 6) was measured by classical enu-
meration by agar plate method. For C2 initial loads, maximal cell
density (about 10° CFUmL ') was reached after 48 h whatever the
matrix type (alginate or alginate-caseinate). In Alg matrices, the
population decreased significantly over the twelve days (final cell
density: 10'-2 CFU mL~1), while cells population in Alg/Cas matri-
ces maintained at 10> CFUmL™! from the 5th day tothe 12thday.
It seemed that alginate—caseinate matrix would be more effective
to maintain LAB viability and activity (data not shown) which can
be attributed to the proteic source. Nevertheless addition of protein
in systems designed for microorganism protection gave variable

100
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Fig. 6. Lactococcus lactis LAB3 counts in liquid biopolymeric matrices during
12 days storage at 30°C. Alginate solution: 1.5% (w/w) sodium alginate (O).
Alginate-caseinate aqueous mixture: 1.5% (w/w) sodium alginate +4% (w/w)
sodium caseinate (4). C1(—), matrix initial load in LAB3 cells at 108 CFUmL™'; C2(-
- -), matrix initial load in LAB3 cells at 104 CFU mL~".

effects according to literature data. Millette et al. [33] entrapped
LAB cells in calcium alginate-WPC (Whey Protein Concentrate)
beads. WPC-containing beads had a maximal diameter but bac-
terial populations were significantly lower than those measured
for alginate beads without WPC. Lopez-Rubio et al. [34] encap-
sulated Bifidobacterium strains in food hydrocolloids comparing
WPC and pullulan as biopolymeric carrier. Pullulan was less effi-
cient for encapsulation of B. animalis Bb12 due to microstructural
effects. Pullulan capsules generated were smaller and forced bacte-
ria to bend inside contributing to the lower stability of the cells
when compared to the WPC-based structures. The authors also
noted that differences in oxygen permeability on the protein-based
and carbohydrate-based matrices may play a role in the observed
results since the presence of oxygen may represent a threat for
bifidobacterial survival.

4. Conclusion

The present study indicated that caseinate/alginate aqueous
two-phase systems could be promising systems to entrap biop-
reservative microorganisms. The results demonstrated that LAB3
strain Lc. lactis subsp. lactis cells had more affinity to caseinate than
to alginate. When Lc. lactis cells were incorporated in the Alg/Cas
binary system, bacteria were localized in the protein droplets
dispersed in an alginate continuous phase. This partition could
be governed by multiple interactions effects with a dominant
hydrophobic contribution. Depletion effect excluding the LAB cells
from the polysaccharide phase cannot also be ruled out. This prefer-
ential localization of cells in the protein phase allowed a prolonged
preservation of LAB3 strain cells viability when compared with sys-
tems containing only alginate. This advantage could be exploited
to design a continuous system with an alginate gel phase and a
caseinate dispersed one where the cells could locate and produce
their active antimicrobials molecules. Future works will determine
whether the system allows the release of antimicrobial substances
produced by LAB3 Lc. lactis subsp. lactis cells.
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ABSTRACT

In order to design biopolymeric matrices entrapping bioprotective lactic acid bacteria (LAB) to control
undesirable microorganisms growth in foods, the performances of alginate and alginate-caseinate (an
aqueous two-phase system) matrices entrapping Lactococcus lactis subsp. lactis LAB3 cells were
compared. Since efficient matrices should preserve the culturability and the antimicrobial activity of
entrapped LAB3 cells for prolonged periods, they were both monitored for 12 days storage at 30 °C.
Maximal cell density (~10° CFU mL™') was reached after 24 h whatever the matrix type. Then, the LAB3
cells population decreased: 107 and 10° CFU mL~! were enumerated after 12 days in alginate-caseinate
matrix and in alginate matrix, respectively. The anti-listerial activity assayed by an agar well method of
LAB3 cells entrapped in alginate-caseinate matrices was also higher. LAB3 cells anti-listerial activity has
been shown to be due to antimicrobial metabolites: hydrolysis by proteolytic enzymes of LAB3 cell-free
culture supernatants (CFS) demonstrated the proteinaceous nature of at least a part of these metabolites.
The higher antimicrobial activity of alginate-caseinate matrices might both result from the higher sur-
vival rate of bacterial cells and from a higher release of antimicrobial metabolites. To test this latter
hypothesis, LAB3 CFS were incorporated in alginate and alginate-caseinate matrices and tested against
Listeria innocua and Listeria monocytogenes. The anti-listerial activity of LAB3 CFS was higher in alginate-
caseinate matrices indicating a better release of antimicrobial agents from this matrix. Alginate-caseinate
matrices are thus better suited for LAB3 cells incorporation both for their survival and to promote the
release of their antimicrobial metabolites.

© 2013 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

immunosuppressed (Gandhi & Chikindas, 2007). In Europe and
other developed countries, an increase of listeriosis incidence has

The increasing consumption of ready-to-eat (RTE) foods pre-
served by refrigeration (cooked, sliced products (meat, fruits, veg-
etables), salads), which have undergone minimal stabilization
treatments to better preserve their organoleptic qualities, causes the
emergence of new microbial risks. Among foodborne bacterial
pathogens, Listeria monocytogenes is responsible for listeriosis
which is the leading cause of severe disease or death especially for
the elderly, pregnant women and their fetuses (Gialamas,
Zinoviadou, Biliaderis, & Koutsoumanis, 2010), and

* Corresponding author. Tel.: +33 0 4 7445 5252; fax: +33 0 4 7445 5253.
E-mail address: nadia.oulahal@univ-lyon1.fr (N. Oulahal).

0956-7135/$ — see front matter © 2013 Elsevier Ltd. All rights reserved.
http://dx.doi.org/10.1016/j.foodcont.2013.09.041

been observed in recent years (Goulet, Hedberg, Le Monnier, & De
Valk, 2008; Lambertz et al.,, 2012). Listeria monocytogenes control
remains a challenge because of its widespread occurrence and its
ability to survive and persist even in hostile environments. These
capabilities explain the difficulty to prevent the presence and the
growth of L. monocytogenes in food, namely in minimally processed
foods (Lehrke, Hernaez, Mugliaroli, Von Staszewski, & Jagus, 2011;
Neunlist et al, 2005) and RTE foods. Sant'Ana, Barbosa, Destro,
Landgraf, and Franco (2012) observed that L. monocytogenes was
able to grow and reached high populations in several types of RTE
vegetables when the vegetables were partially or fully kept at abuse
temperature during shelf-life. Lambertz et al. (2012) studied other
RTE food types and detected L. monocytogenes in 0.4% of 525 cheese
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samples, 1.2% of 507 meat-product samples and 12% of 558 fish
samples.

To control these microbiological hazards and develop new tools
for biopreservation, the use and immobilization of viable lactic acid
bacteria (LAB) has received considerable attention in the last
twenty years (Scannel 1l 0). Indeed several studies have
shown that LAB can reduce the growth of L. monocytogenes in meat
and seafood {Budde, Hornbal 1 I

( ¢ I I | { 1ani 1

Kheadr, La Fliss 1) and mhlblt other foodborne patho-
gens (Eschenchla coli, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella Typhl—
murium, Salmone[la Enteritidis and Staphylococcus aureus) (1

ntesi 1). This antimicrobial activity
is due to dlfferent mechamsms actmg synergistically or not:
competition for nutrients, pH lowering (with the production of
organic acids), production of hydrogen peroxide, gas (carbon dl-
ox1de) reuterin, diacetyl or bacteriocins ({

I ). They have become a primary tool for blO—
preservation particularly because they restrict the growth of un-
desirable microorganisms through competition andfor generation
of antagonistic molecules such as organic acids and bacteriocins.
Besides, for future applications, it is interesting that most of LAB are
considered GRAS (Generally Recognized As Safe) by the us. Food
and Drug Administration (Ches | T

(09). Particularly, Lc. lactis subsp. lactls is one LAB used for food
preservation because of its ability to produce bacteriocins such as
nisin (the only bacteriocin with a food additive status in the Eu-
ropean Union), lacticin and lactococcin (Charli
Le Loir, 2009).

Several researchers have observed a reduction of foodborne
pathogenic bacteria populations within food samples (or models}
wrapped in packagings contammg LAB antimicrobial metabolites
(mamly bacterlocms) ( 1N g €

0) or, more recently, living LAB cells (Cor
1| nzal uintero-Saavedr hi
) Entrapment of bacteria in calcium alginate beads is the most
widely used techmque for cells lmmoblllzanon in problonc domain
or blotechnology (I 1 {

NO Chinachoti, Endo, & Ishizaki )Thlsnewapproach
to control pathogen growth opens the lines of research on the
possibility of using polymers as a support for viable pathogen an-
tagonists and could lead to an alternative method of preservation.

The present work is focused on comparing anti-Listeria activity
of Le. lactis subsp. lactis LAB3 cells incorporated in alginate or
alginate-caseinate matrices, the latter resultmg inan aqueous two-
phase system( : Friedrict ( I

1, Sin 2). Casemate was
used in combmatlon w1th algmate (a gellmg polysaccharide)
because (i) a preferential localization of cells in the caseinate phase
was previously observed at micrescopic scale in such agueous two-
phase systems (Lcona 20172) and (ii) caseinate represents a
potential source of nutrients. The culturability and the anti-Listeria
activity of Le. lactis LAB3 cells entrapped in alginate and alginate-
caseinate matrices stored at 30 °C were monitored for 12 days.
The anti-Listeria activity of Lc. lactis LAB3 culture cell-free super-
natants was evaluated to identify the contribution of antimicrobial
metabolites to their antimicrobial activity. Subsequently, the su-
pernatants were incorporated into agueous dispersions of alginate

and alginate-caseinate to assess the matrix effect on the release of
antimicrobial metabolites produced by LAB3 cells. Finally, the re-
sults obtained allowed to compare the suitability of alginate and
alginate-caseinate matrices for bioprotective LAB3 cells
incorporation.

2. Materials and methods
2.1. Bacterial strains, media and growth conditions

Le. lactis subsp. lactis LAB3 (commercial starter MDO89, Ezal line,

Rhone Poulenc Dange Saint-Romain, France) (I I

} were stored at —20 °C in “de
Man Rogosa and Sharpe" broth (MRS} (Biokar Diagnostics, Beau-
vais, France) supplemented with 15% (v/v) glycerol. Before use, Lc.
lactis LAB3 cells were subcultured under anaerobic conditions in
MRSy at 10% (v/v) for 24 h at 30 °C, then precultured in MRS, at 10%
(vjv) for 14 h at 30 °C and finally incubated at 30 °C for the
requested experimental time.

The antagonistic activity was assayed against two target strains
(isolated from industrial dalnes) of Ltsteria genus Listeria innocua
LRGIAO1 (Chade: llahal, D F: : Degrae }
and L. monocytogenes 5162 (Mariani } (serotype 1/2a)
(foedborne pathogenic strain). Stock cultures were maintained
at —20 °C in Tryptone Soy Broth (TSB) (Biokar Diagnostics, Beauvais,
France) supplemented with 15% (v/v) glycerol. Before each test, the
two target strains were subcultured in TSB at 10% (v/v) for 7 h at
30 °C and then precultured in TSB at 10% (v/v) for 14 h at 30 °C.

For some tests, a 10,000 ULmL ! nisin solution was used as a
positive control (100 mg of Nisaplin® (Danisco, Denmark) sus-
pended into 10 mL of 0.02 mol.L. ! HCI solution were stirred over-
night at 4 °C). Then, the suspension was centrifuged (5000x g for
15 min at 4 °C). The supernatant was recovered and filtered through
a 0.2 pm cut-off membrane (VWR, Fontenay-sous-Bois, France) to
obtain the 10,000 ULmL ! nisin solution which was stored at 4 °C
until its use.

2.2. Preparation of polymeric matrices with LAB cells

A 4% (wjw) dispersion of sodium alginate (Fisher Scientific,
Loughborough, United Kingdom) and a 10% (w/w) dispersion of
sodium caseinate (Acros Organic, Geel, Belgium) were prepared in
sterile distilled water under sterile conditions and then stirred
overnight at room temperature. To remove insoluble particles, so-
lutions were then centrifuged (20 °C, 12,500 g, 15 min) and stored
at 4 °C. Caseinate dispersion was heat-treated for 10 min at 90 °C
before use.

Cells were recovered by centrifugation (15 min, 4 °C, 5000x g)
from a (about 10% CFU mL ') LAB3 culture in MRS (after 14 h in-
cubation at 30 °C under anaercbic conditions following the addi-
tion of a 5% (v/v) inoculum). The cells were then washed twice in
Tryptone Salt broth (TS} (Biokar Diagnostics, Beauvais, France).
After the last centrifugation, the cells were resuspended in modi-
fied MRSy, (without acetate and phosphate) at two different con-
centrations: 108 CFUmL ! (C1} and 10% CFU mL ' (C2). These two
cell suspensions were incorporated at 20% (wjw) in 1.5% (wjw}
alginate or in 1.5% (wfw) alginate — 4% (wfw) caseinate sclutions
reconstituted from the stock dispersions. Samples were collected
immediately after cell incorporation (“Day 0") in matrices and after
1, 5, 8 and 12 days storage at 30 °C. All these samples were stored
4 h at 4 °C before cell counting and assaying their antimicrobial
activity assays as described thereafter {2.5).

For cell counting, 1 mL of polymeric matrix was resuspended in
9 mL of TS. Serial decimal dilutions were made and then, 1 mL of the
last three dilutions was plated in 20 mL of MRS agar (Biokar
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Diagnostics, Beauvais, France) at 50 °C. After Petri plate homoge-
nization and agar cooling, plates were incubated at 30 °C for 24 h
under anaerobic conditions and then, Colony Forming Units (CFU)
were counted.

2.3. Preparation of polymeric matrices with LAB cell-free
supernatants

A LAB3 subculture in MRSy, was inoculated at 5% (v/v) in MRSy
and incubated anaerobically at 30 °C. Cell-free supernatants (CFS)
were recovered at three different growth phases: mid-expenential
phase (7 h), late exponential phase {9 h) and late stationary phase
(24 h). Bacterial cells were removed by centrifugation (5000x g for
15 min at 4 °C) and the supernatants (CFS) were filtered through a
0.2 um cellulose membrane (VWR) and stored at —20 °C until use.

Alginate-CFS and alginate-caseinate-CFS mixtures were pre-
pared from the polymeric stock dispersions (see 2.2), CFS, and
distilled water to obtain the following final compesitions: 20% (w/
w) CFS in 1.5% (w/w) alginate or 1.5% (w/w) alginate and 4% (w/w)
caseinate solutions.

2.4. Characterization of LAB3 antimicrobial activity

To get information on the nature of the antimicrobial metabo-
lites produced by LAB3 cells, different treatments were applied to
CFS prior to antimicrobial activity assays: (i) pH neutralization with
1 molL ' NaOH to assess the contribution of organic acids, (ii)
different enzymatic and (iii) thermal treatments (detailed there-
after). To assess the potential contribution of peroxides, neutralized
CFS was treated with catalase (300 U.mL 1 30, Sigma—Aldrich, St
Louis, MO} at 37 °C for 1 h. Neutralized CFS was treated with either
Aspergillus oryzae protease (P6610, Sigma—Aldrich), trypsin (from
porcine pancreas, T4799, Sigma—Aldrich) or ¢-chymotrypsin (from
bovine pancreas, C4129, Sigma—Aldrich) at a 1 mg.mL ! concen-
tration for 3 h at 37 °C to assess the contribution of antimicrobial
substances of proteinaceous nature (e.g. bacteriocins or
bacteriocin-like substances). All enzymatic reactions were stopped
by heating for 10 min at 65 °C. Neutralized CFS were heated at
40 °C, 65 °C, or 100 °C for 1 h to assess the thermal stability of
antimicrobial substances. Antimicrobial activity of treated and
untreated (control) CFS were assayed by the agar well diffusion
method (see Section 2.5).

2.5. Anfi-Listeria activity assay: agar well diffusion method

Tryptone Soy Agar medium (TSA) (Biokar Diagnostics) was
inoculated at 107 CFU mL ! by adding 1% (v/v) or 5% (vjv}ofa 14 h
culture of, L. monocytogenes S162 or L innocua LRGIAO] strain,
respectively. Fifty milliliters of the resulting medium were poured
into Petri dishes (140 mm diameter). After gelling at 4 °C for 30 min,
wells with a diameter of 6 mm were cut aseptically on agar and
filled with 40 plL of test sample (untreated and treated CFS, CFS
mixed with alginate or alginate-caseinate, alginate or alginate-
caseinate with LAB3 cells). These Petri dishes were placed at 4 °C
for 3 h to allow diffusion of antibacterial substances. Finally, they
were placed at 30 °C for 24 h to promote the growth of the two
Listeria spp. strains. The presence of a distinct inhibition zone
around the wells was considered as a positive antagonistic effect.
The reading was done by measuring the diameter in mm of inhi-
bition zones formed around the wells.

The diameter of inhibition (Zi) was calculated using the
following formula:

Ziilmm) = diameter of the inhibition zone observed {mm)
— wells diameter(mm).

2.6. Statistical analysis

Statistical analysis of the data was performed through analysis
of variance (ANOVA) with XLSTAT (XLSTAT 2010 version). The data
were ranked and statistical differences were evaluated on the ranks
with a one-way ANOVA and Tukey multiple comparison tests. In all
cases, value of p < 0.05 was considered to indicate significant dif-
ference. In figures and tables, each letter indicates homogeneous
statistical groups.

3. Results and discussion

3.1. LAB3 cells entrapment in polymeric matrices for an in sifu
production of antimicrobial compounds

Alginate or alginate-caseinate matrices containing MRS broth
were initially loaded with LAB3 cells at 10% CFU mL ! (C1) or
10 CFU mL ! (€C2). The culturable LAB3 cells present in each of
these matrices were then enumerated by agar plate method for 12
days storage at 30 °C (Fig. 1) in order to compare the suitability of
alginate and alginate-caseinate matrices for LAB3 cells growth and
survival. For both initial bacterial loads, maximal cell density
{~10 CFU mL ') was reached after 24 h whatever the matrix
composition (alginate or alginate-caseinate). The population then
decreased significantly over the next 11 days to 107 and
10% CFU mL ! in alginate-caseinate and in alginate matrices,
respectively. LAB3 cells survival was thus higher in algmate—
caseinate matrix than in alginate matrix. Sancl 1

recently reported a better survival for 30 days storage at
4 °C in a 75% relative humidity atmosphere of live LAB in sodium
caseinate and pea proteins films than in methylcellulose and
hydroxypropylmethylcellulose films. Cialar also
reported a good survival (less than 1 log(CFU cm ) reductlon) of
live Lactobacillus sakei cells incorporated in sodium alginate films

log CFU.mL2

40 T T T T T i
0 2 4 6 8 10¢ 12

Time of storage (days)

Fig. 1. Lc. factis LAB3 counts in liquid polymeric matrices during 12 days storage at
30 °C. Polymeric matrices compositions: — Alginate matrix (O} 1.5% (wfw) sodium
alginate; — Alginate-caseinate matrix (4 ): 1.5% (w/w) sodium alginate + 4% (wjw)
sodium caseinate 20% (w/w) MRS broth was added to each matrix. C1(—).initial LAB3
cells load in matrix: =10° CFU mL % C2(- - -), initial LAB3 cells load in matrix:
=10% CFU mL ' From Day 1, pH values were framed in black above curve points for
Alginate-caseinate matrix and were framed dotted in gray below curve points for
Alginate matrix.
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during their storage for 30 days at 25°Cor4°C.

also entrapped LAB (two Carnobacterium maltaromaticum
strains) in alginate films containing starch and glycerol: they pro-
posed that the important decrease of the anti-Listeria activity of
these films following their storage at 4 °C for 20 days was due to
death of LAB resulting from unfaverable conditions such as a
decrease in nutrients. However, Brachko i

incorporated LAB in calcium alginate beads also contammg
MRS broth like in the present werk and came to the conclusion that
their viability remained stable for 6 months storage at 4 °C.

In our case, the positive effect of sodium caseinate addition to
sodium alginate resulting in the formation of an aqueous two-
phase system may thus result from a nutritional aspect: for
instance len, and Ki i observed that the addition
of a protein source (whey protein concentrate) in a whey-based
culture medium stimulated LAB growth. Nevertheless addition of
protein to polysaccharides (such as alginate} does not always pro-
duce the same effect according to literature data. M

entrapped LAB cells in calcium
algmate WPC (Whey Protem Concentrate) beads: bacterial pop-
ulations within WPC-containing beads were 51gn1ﬁcantly lower
than those in algmate beads without WPC. Lopez-Rubic
encapsulated Blﬁdobacte—
rium strains in food hydrocollmds systems: protein (WPC) and
carbohydrate (pullulan) capsules. Pullulan was less effective for
encapsulation of B. animalis Bb12 due to a structure effect at the
microscopic level. The authors indicated also that differences in
oxygen permeability between the protein-based and carbohydrate-
based matrices may play a role in the observed results since the
presence of oxygen represent a threat for bifidobacterial survival. In
the present case, these hypotheses remain to be investigated when
the gelled system will be used in further works. Qur previous work
( 1 11, 2013} indicated a preferential localization of LAB
cells in the aqueous two phase system formed by the solution of
alginate and caseinate due to thermodynamic incompatibility. LAB
cells adhered mainly to the protein-rich phase and this phenome-
non could exert a protective effect during storage. Another positive
contribution of caseinate incorporation in alginate may result from
its higher buffering capacity which reduces pH decrease resulting
from the production of organic acids such as lactic acid by LAB3
cells: caseinate buffering capacity maintained the pH at around 5.0
while the alginate systems pH was about 4.0. This less acidic pH in
alginate-caseinate systems would thus reduce the acidic stress of
LAB and favor their survival in such systems (lig. 1).

The survival of living LAB3 cells in alginate and alginate-caseinate
systems during their storage was a necessary but not sufficient
condition to cbtain bioprotective systems: indeed, the entrapped
bacteria also have to effectively exert their antagenistic activity
against Lisieria spp. bacteria. Antimicrobial activity may be mediated
directly by bacterial cells (such as in the case of competition for
nutrients), by cell-bound molecules or by molecules released into the
extracellular environment. Production and release of antimicrobial
molecules by LAB is known to depend on factors such as substrate
compeosition, cell density and population kinetics (I I

Birkelar kr

Kar 1

oyar Levin Mannamal )lnthepre—
sent work the antagonlstlc actmty of LAB3 cells was assayed by the
classical agar well diffusion method based on the diffusion of the
antimicrobial substances in an agar culture medium. This method
could have some limits such as its sensitivity: a sufficient concen-
tration of antimicrobial agents is requlred to observe a halo of inhi-
bition on the target strain culture (o 1 I

1 ) Nevertheless, it was
the most approprlate method to test our LAB strain because of the
intended application (simulating food surface protection).

Therefore, the antimicrobial activity of LAB3 cells incorporated
in alginate or alginate-caseinate matrices was monitored for 12
days storage at 30 °C by agar well diffusion assay against L innocua
LRGIAD1 and L. monocytogenes S162 strains, respectively (F'ig 2). For
the highest LAB3 cells initial load (C1: 10% CFU mL 1), a significant
antagonistic activity against both Listeria spp. strains tested was
immediately observed for both matrices, while for both matrices
initially loaded with only 10* CFU mL !, no antimicrobial activity
could be immediately detected. Heowever, inhibition zones
appeared after 24 h incubation once the LAB3 cells populations had
raised to ~10° CFUmL ! as previously stated (Fig 1). LAB3 bacterial
cells initial load is thus a key parameter for the potential applica-
tion of such systems: a substantial initial number of cells is
necessary for an immediate activity, while if an activity after 24 h is
needed, a lower initial bacterial load could be sufficient. Besides
pointing out that the more LAB3 cells, the higher the anti-Listeria
activity, it is noteworthy to indicate that for many species of bac-
teria, the excretion of antimicrobial compounds, particularly bac-
teriocins, and the immunity to these compounds are regulated by a
system of Quorum Sensing (QS) (Czira Hoekst ). This QS
system results in the ability for a population of bacteria to release
and respond to signaling molecules. Bacteria are able to sense
population density by a system composed by receptor and trans-
duction machinery involving the release of bacteriocins and im-
munity factors. Such a mechanism might also explain the earliest
antimicrobial activity for the C1 (10% CFU mL !) initial LAB3 cells
load where the population is large enough.

After the first day of storage at 30 °C, the antimicrobial activity
was regular over the next 11 days (Fig. 2). However, it could not be
determined whether the activity measured after 12 days was due to
the production of antimicrobials during 12 days or to their pro-
duction at the early stage of the incubation time followed by a slow
diffusion. It is also noteworthy that the antagonistic activity against
L monocyiogenes 5162 strain was always higher than against
L innocua LRGIAO1 strain.

Another clear trend is the significantly higher (p < 0.05) anti-
microbial activity of alginate-caseinate matrices than that of algi-
nate matrices. This indicates that the antimicrobial activity
observed was not mainly due to the pH decrease since, as previ-
ously stated, matrix acidification was higher in alginate matrix than
in alginate-caseinate matrix. However, this higher anti-Listeria ac-
tivity of alginate-caseinate mixtures could also be due to (i} a higher
culturable cells population density (about 1log CFU mL ! higher
than in alginate matrix from day 2 to day 12) and/or (ii) to a better
release of antimicrobial metabolites from these matrices to agar gel.
To check this latter hypothesis, LAB3 cultures CFS were added to
alginate and alginate-caseinate matrices and their respective anti-
microbial activities were determined by the agar well diffusion
method. Before incorporating LAB3 cultures CFS in alginate and
alginate-caseinate systems, LAB3 CFS antimicrobial activity was
directly checked by agar well diffusion.

3.2, Antimicrobial activity of LAB3 culture cell-free supernatants
(CFS)

CFSs were prepared from LAB3 cultures at 30 °C under anaerobic
conditions in MRS broth. The 30 °C incubation temperature was
chosen because the antimicrebial activity of CFS prepared from Lc.
lactis LAB3 cells incubated at this temperature was optimal (data
not shown). Indeed, the optimal conditions for production of
antimicrobial metabolites are generally not the same as the optimal
growth conditions according to literature. For example, bacteriocin
production was found higher when LAB growth occurred between
25°Cand30°C( n, I 1ael i

ki Fr Tomot Q 96- Todoroy al [ )
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*Results obtained in alginate matrix and alginate-caseinate matrix formed two
statistically different groups following ANOVA (p < 0.05).
For each matrix type, different letters indicate statistically different groups (p < 0.05).

Fig. 2. Inhibition zone diameters (Zi (mm)) for liquid polymeric matrices with Lc. lactis LAB3 cells stored at 30 °C for 12 days over L. monocytogenes $162 and L. innocua LRGIAO01
measured by agar well diffusion method (n = 3).(a) Activity of alginate matrix against L. innocua LRGIAO1. (b) Activity of alginate matrix against L. monocytogenes S162. (c) Activity of
alginate-caseinate matrix against L. innocua LRGIAO1. (d) Activity of alginate-caseinate matrix against L. monocytogenes $162. Polymeric matrices compositions: —Alginate matrix:
1.5% (wjw) sodium alginate; —Alginate-caseinate matrix: 1.5% (w/w) sodium alginate + 4% (w/w) sodium caseinate 20% (w/w) MRS broth was added to each matrix. C1, matrix
initial load in LAB3 cells at =10% CFU mL~" C2, matrix initial load in LAB3 cells at =10? CFU mL~".

while optimal temperatures for growth were between 30 °C and
37 °C. Moreover, anaerobic conditions were chosen because further
work aims to investigate bioprotective ability of LAB cells entrap-
ped in biopolymeric matrices. Besides, Moares et al. (2010) re-
ported that LAB cells produce more bacteriocins or bacteriocin-like
substances under anaerobiosis.

Antimicrobial activity against L innocua LRGIAO1 and
L. monocytogenes S162 of CFSs prepared from LAB3 Lc. lactis cells
sampled out after 7 h (i.e. at mid-exponential growth phase, P1),9h
(i.e. at late exponential growth phase, P2) and 24 h (i.e. at late
stationary phase, P3) was assayed by the classical agar well diffu-
sion method (Fig. 3). The transfer of antimicrobial substances can
thus be compared with that of a bacteriocin like nisin which was
used as positive control. Inhibition zone obtained with LAB3 CFSs
were more important than with “Nisin 200UI” (Fig. 3b). This was a
first indication of the bioprotective potential of LAB3 strain.

CFSs were prepared from LAB3 cells at mid-exponential, late
exponential growth phase and late stationary phase since the
production of antimicrobial metabolites is more or less associated

with bacterial growth depending on antimicrobial metabolites
types. While most of lactic acid and bacteriocin production is
coupled with LAB growth, for instance, the relationship between
cell number and the amount of nisin produced by nisin-producing
LAB strains is not linear in both batch and continuous modes
(Parente & Ricciardi, 1999). Indeed, nisin is a molecule that self-
regulates its own production (Quiao et al., 1996).

The observed inhibition zones increased during growth and
antimicrobial activity was maximal in the stationary phase (i.e. at
the end of the culture: after 24 h incubation at 30 °C) (Fig. 3). The
same type of results has already been observed by other authors
and this could be explained by an accumulation in the supernatant
of active antimicrobial compounds produced throughout the
growth (Trias et al.,, 2008; Van De Guchte et al., 2001).

L innocua and L. monocytogenes show similar physiological
properties with the difference that the first one does not belong to
pathogenic species of Listeria (Ammor, Tauveron, Dufour, &
Chevallier, 2006). In the present study, the two Listeria strains
used showed some differences of sensitivities and responses to
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a
(l) Target strain: Listeria innocua LRGIAO1
18 - MFiltered supernatant
16 4 B Neutralized filtered supernatant a a
7 9 24
LAB3 culture supernatant sampling time (h)

Filtered supernatants

(II) Target strain: Listeria monocytogenes $162
18 - M Filtered supernatant
16 @ Neutralized filtered supernatant
] o
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14 | ” be' ab, abc

24
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pH-neutralized filtered supernatants

Fig. 3. a. Antimicrobial activity of Lc. lactis LAB3 culture supernatants collected after 7 h (P1, pH 4.9), 9 h (P2, pH 4.4) and 24 h (P3, pH 4.0) incubation at 30 °C in MRS;, under
anaerobic conditions. Antimicrobial activity against L. innocua LRGIAO1 and L. monocytogenes $162 strains of each culture supernatant was assayed by agar well diffusion method.
The anti-Listeria activity is expressed by the size of the inhibition zones (Zi (mm)) (n = 3). b. lllustration of antimicrobial activity assay against L. monocytogenes S162 by agar well
diffusion method. Well C: MRS broth (negative control); well “Nisin 200UI": 0.04 mL of a 5000 Ul mL " nisin solution (positive control); wells P1, P2, P3 correspond to Lactococcus
lactis LAB3 culture supernatants collected after 7 h, 9 h, and 24 h incubation at 30 °C in MRS, under anaerobic conditions, respectively.

LAB3 antimicrobial agents (Fig. 3a). For example, concerning
L. innocua LRGIAO1, results at 7, 9 and 24 h (LAB3 culture super-
natants sampling times) formed three statistically different groups
(p < 0.05), whereas concerning L. monocytogenes S162, antimicro-
bial activities of CFS sampled out after 9 h and 24 h incubation were
similar (p = 0.887). Besides, L. monocytogenes S162 was more sen-
sitive than L. innocua LRGIAO1 to active agents present in super-
natants recovered after 7 h and 9 h incubation, whereas L. innocua
LRGIAO1 was more sensitive than L. monocytogenes S162 to active
agents present in the supernatant recovered after 24 h incubation.
Indeed some authors reported a greater sensitivity of
L. monocytogenes towards some antimicrobial compounds than
L. innocua. Different sensitivities between one strain of L. innocua or
L. monocytogenes to another have already been reported (Con,
Gokalp, & Kaya, 2001; Mataragas, Drosinos, & Metaxopoulos,
2003). In 2001, Con et al. compared the sensitivity of 9
L. monocytogenes strains and 7 L. innocua strains against 6
bacteriocin-producing LAB strains. Their results revealed the
complexity of antimicrobial responses. For example, Listeria isolate
number 52 was the less sensitive strain to Lactobacillus sake Lb 706
(positive control) but against Pediococcus acidilactici 413 and 419
LAB strains, Listeria isolate number 52 was among the most

sensitive strains. Mataragas et al. (2003) tested crude extract from 2
LAB cultures against 15 Listeria spp. strains (6 L. innocua and 9
L. monocytogenes strains). For one LAB culture, L. monocytogenes
strains seemed to be more sensitive compared to L. innocua strains
whereas it was difficult to conclude for the other LAB cultures.
Anyway, for each antimicrobial compound, the inhibition depends
on the target microorganism (Ramos et al.,, 2012; Richard, 1996) and
the comparison between one study and another is restricted
because different methods and distinct experimental conditions
were used (concentration range, temperature, pH, culture medium,
target strain population density, physiological state) (Ramos et al.,
2012).

In order to estimate the contribution of organic acids production
to the antimicrobial activity of Lc. lactis LAB3 CFS sampled out after
7, 9 or 24 h culture at 30 °C, the antimicrobial activity of pH-
neutralized CFS was also assayed (Fig. 3). Indeed, organic acids
can only penetrate the microbial target cell wall in their non-
dissociated form (at a pH below their pKa). The pKa value of the
most common acids produced by LAB is below 5.0 (De Muynck
et al, 2004). Lc. lactis strains mainly produce lactic acid, from
which pKa is 3.8. Thus, adjusting the pH values of the CFSs at 7.0
should exclude antimicrobial activity of organic acids. At mid-
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exponential phase (P1: 7 h), the inhibition diameter of
L. monocytogenes S162 was reduced to approximately 50% of its
initial value after pH-neutralization. Subsequently, the effect of CFS
pH neutralization was no more significant suggesting that other
antimicrobial molecules than organic acids were produced. Indeed,
quite the totality of antimicrobial activity of CFSs recovered after 9
and 24 h culture was preserved or even improved when pH was
neutralized (Fig. 3a). For example, pH-neutralized CFS sampled out
after 9 h culture gave an inhibition zone diameter against L. innocua
LRGIAO1 of 13.0 + 0.6 mm whereas corresponding diameter
measured with non-neutralized CFS was 11.3 + 0.6 mm. Other
antimicrobial agents than organic acids were thus not inactivated
by this pH change. This differed from Zhang, Liu, Bao, and Zhang
(2010) results who reported a pH dependent mechanism with a
synergistic action of lactic acid and the other secreted molecules,
because lactic acid acted as a permeabilizer of the outer membrane
of pathogens permitting the penetration of other antimicrobial
molecules.

3.3. Characterization of LAB3 cell-free supernatant antimicrobial
activity

In order to get additional information on the nature of other
antimicrobial agents than organic acids present in L. lactis LAB3
CFSs, Lc. lactis LAB3 CFSs collected after 24 h incubation at 30 °Cin
MRS broth under anaerobic conditions were neutralized and
treated at different temperatures (40, 65 or 100 °C for 1 h) or with
different enzymes at 37 °C for 1 h (catalase) or 3 h (proteolytic
enzymes). Corresponding residual antimicrobial activities were
measured by agar well diffusion method against L. innocua
LRGIAO1 (Fig. 4). Only CFSs collected after 24 h culture were tested
since it was previously observed (Fig. 3) that these neutralized CFSs
had a significantly higher L. innocua LRGIAO1 inhibition zone
diameter (p > 0.05) than CFSs collected after 7 or 9 h.

No statistically significant difference of antimicrobial activity
between catalase-treated neutralized CFS and non-treated
neutralized CFS was observed. This suggests that peroxides did
not contribute significantly to the anti-Listeria activity of neutral-
ized CFS. This is consistent with the fact that CFSs were prepared
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Fig. 4. Antimicrobial activity of Lc. lactis LAB3 culture supernatants (CFS) and CFS
treated at different temperatures or with enzymes. CFS was collected after 24 h in-
cubation at 30 °C in MRS broth under anaerobic conditions. Antimicrobial activity
assayed by agar well diffusion method against L. innocua LRGIAO1 is expressed by the
size of the inhibition zones (Zi (mm)) (n = 3).

from a LAB3 cell culture under anaerobic conditions which were
reported to inhibit the production of peroxides by LAB (Con et al.,
2001; De Martinis, Piblio, Santarosa, & Freitas, 2001).

A 1 h incubation of neutralized CFS with A. oryzae protease
resulted in a ~75% reduction of its L. innocua LRGIAO1 inhibition
zone diameter, while antimicrobial activity of neutralized CFS
treated either by trypsin, or by «-chymotrypsin could no more be
detected by the agar well diffusion method. The fact that neutral-
ized CFS antimicrobial activity was partially or totally lost after the
action of proteolytic enzymes allows asserting that antimicrobial
substances in neutralized CFS from Lc. lactis LAB3 cells were
proteinaceous.

Moreover, antimicrobial metabolites present in neutralized CFS
were not affected by a 1 h thermal treatment at 40 °C or 65 °C,
while a 1 h treatment at 100 °C induced a ~30% decrease of the
L. innocua LRGIAO1 inhibition diameter.

Taken together, the thermostability characteristics and the
susceptibility to proteolytic enzymes of molecules responsible for
the antimicrobial activity of Lc. lactis LAB3 neutralized CFS support
the proposal that these antimicrobial metabolites are likely
bacteriocin-like substances. Production of different types of class |
and class Il bacteriocins (nisin (A, Z, Q, F forms) (~3 kDa), lacticin
481 (~3 kDa, produced by Lc. lactis CNRZ481 or ADRIAS5L0O30),
lacticin 3147 (~3 kDa, produced by Lc. lactis DPC3147), lactococcin
MMEFII (produced by Lc. lactis MMFII), lactococcin G, lactococcin M)
by several Lc. lactis strains were already reported by several authors
(Alkhatib, Abts, Mavaro, Schmitt, & Smits, 2012; Bierbaum & Sahl,
2009; Chen & Hoover, 2003; McAuliffe, Ross, & Hill, 2001; Parente
& Ricciardi, 1999). It seems that a bacteriocin producing strain
corresponds to a precise bacteriocin. Further experimentations will
thus be carried out to purify and identify the bacteriocin-like sub-
stance(s) produced by L. lactis LAB3 strain.

Before incorporating Lc. lactis LAB3 CFS in alginate and alginate-
caseinate matrices to assay their antimicrobial activity by agar well
diffusion method and thus the kinetics of mass transfer of antimi-
crobial metabolites present in these matrices to agar gel in contact,
it was useful to get information on the nature of these antimicrobial
metabolites.

3.4. Anti-Listeria activity of polymeric matrices entrapping LAB3
cell-free supernatants

Direct incorporation of Lc. lactis LAB3 cells either in alginate or in
alginate-caseinate matrices led to the conclusion that the antimi-
crobial activity assayed by agar well diffusion method of alginate-
caseinate matrices was always higher. However, this methodology
could not establish whether this resulted only from a higher anti-
microbial metabolites production or if this also resulted from a
higher release of antimicrobial metabolites from such matrices to
agar. Therefore, Lc. lactis LAB3 CFS (prepared from LAB3 cultures
sampled out after 7, 9 or 24 h incubation at 30 °C under anaerobic
conditions) were incorporated at a 20% (w/w) concentration in
alginate or alginate-caseinate matrices, and their respective antimi-
crobial activities were assayed by agar well diffusion method
(Table 1). Moreover, comparison of antimicrobial activity of matrices
incorporating LAB3 CFSs and neutralized LAB3 CFSs, allowed getting
an estimation of the respective contributions of organic acids and
non-acidic antimicrobial metabolites (presumably bacteriocin-like
substances, as previously stated). When interpreting results, it
should be noted that in addition to the phenomenon of antimicrobial
metabolites diffusion in agar due to the test method chosen, a second
phenomenon, ie. their release from the matrices (alginate and
alginate-caseinate), has to be taken into account. As expected, Listeria
spp. inhibition zones diameters were far lower than those measured
following direct addition of LAB3 CFSs in wells (Fig. 3) because only
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Table 1
Antimicrobial activity of L. lactis LAB3 culture supernatants added te liquid bio-
polymeric matrices.

Matrix type Supernatants Time pH  Zi (mm)
(h) L innecua L. monocytogenes
LRGIAO1 5162
Alginate® Native 7 49 252+ 381+
0.20¢ 0.21°
9 47 3524 511 +
0.50° 0.38°
24 43 331+ 557 +
0.46%¢ 0.26°
Neutralized 7 71 248 + 317 £
0.08¢ 0.42°
9 68 3.07+ 513 +
0.33<4 0.50°
24 68 271+ 6.83 +
0.39¢ 0.53*
Alginate- Native 7 58 399%+ 499 +
Caseinate* 0.25" 0.32%
9 56 503+ 635 +
0.41% 0.16"%
24 53 535+ 645 +
0.019¢ 0.19%
Neutralized 7 66 0.00 =+ 4.79 £+
0.00¢' 0.20¢
9 66 495+ 6.81 +
0.28¢ 0.1
24 66 571+ 734 +
n205% 0.16%

*Results obtained in alginate matrix and alginate-caseinate matrix formed two
statistically different groups following ANOVA (p = 0.003).

For each matrix type. different letters indicate statistically different groups
(p < 0,05).

(i) Lc. lacds LAB3 culture supernatants were collected after 7 h, 9 h, or 24 h incu-
bation at 30 °C in MRS broth under anaercbic conditions.

(ii) Polymeric matrices compositions.

— Alginate matrix: 1.5% (w/w) sodium alginate.

— Alginate-caseinate matrix: 1.5% (w/w) sedium alginate + 4% (w/w) sodium
caseinate 20% (w/w) supernatants were added to each matrix.

(iii) The antimicrobial activity of each matrix containing Lc. lactis LAB3 culture su-
pernatant was assayed by agar well diffusion method against L. innocua LRGIAO1
and L. monecytogenes S162 strains. The anti-Listerig activity is expressed by the size
of the inhibition zones (Zi (mm)) (n = 3).

20% (w/w)of supernatant were added to matrices in the present case
(Le. the quantity of antimicrobial metabolites deposited in wells was
five times lower). Moreover, interactions of antimicrobial metabo-
lites with alginate and/or caseinate can limit or hinder their release
from the matrix to agar.

It can be concluded from results reported in Table | that whatever
the matrix and the CFS sampling time, L. menocytogenes S162 was
always more sensitive than L innocua LRGIAO1 to the antimicrobial
agents which diffused in agar. As previously observed with CFSs
alone, the Listeria spp. inhibition zone diameters increased or
remained constant when the CFSs sampling time increased {the two
apparent decreases (L. innocua LRGIAD1 as target strain, CFS sam-
pling time: 24 h vs. 9 h) were not statistically significant at the
p > 0.05 level and were thus considered constant). Anti-L. innocua
LRGIAQO1 activity of alginate matrices were similar whatever the
sampling time of culture supernatants incorporated within.

Matrices containing pH-neutralized CFSs had almest the same
antimicrobial activity as matrices containing native CFSs: inhibition
zone diameters in each condition of matrices containing neutral-
ized supernatants and non-neutralized supernatants did not form
two different statistical groups (p < 0.05) suggesting thus that the
contribution of organic acids was limited.

Overall, alginate-caseinate matrices incorporating CFS had a
significantly higher antimicrobial activity than alginate matrices
(p =0.003). This suggests a better release of the antimicrobial

metabolites in the presence of caseinate, likely related to the in-
teractions and the structure effects within mixtures. However, the
exact antimicrobial metabolites release mechanism cannot be
determined since CFSs contain various active compounds and re-
sidual molecules from the culture medium: every element capable of
adsorbing the antimicrobial molecules may influence their diffusion
and accordingly, their antimicrobial efficiency (Bl

)
4. Conclusion

e lactis subsp. lactis LAB3 strain showed an antagonistic activity
against two Listeria spp. strains. Interestingly, it was demonstrated
that once incorporated in alginate-caseinate aqueocus two phase
systems, LAB3 cells better survived and had a higher anti-Listeria
activity (average of 2 mm more on the diameter of the inhibition zone,
assayed by the agar well diffusion method} than in alginate systems
for 12 days at 30°C: 107 and 10% CFUmL ! were enumerated after 12
days in alginate-caseinate matrix and in alginate matrix, respectively.
The higher culturable cells population density in alginate-caseinate
matrix might result from its composition { presence of proteins} and
its particular microstructure both. It was established that Listeria spp.
growth inhibition zones observed mainly resulted from other anti-
microbial metabolites than organic acids (likely bacteriocin-like
substances, which should now be identified): a L. innocua LRGIAO1
inhibition zone of 11.21 + 0.27 mm was measured for a LAB3
neutralized CFS and no inhibition zone was detected for a LAB3
trypsin or a-chymotrypsin treated CFS. The incorporation of these
antimicrobial metabolites {cell-free culture supernatants) in alginate-
caseinate and alginate matrices allowed observing that their release
from alginate-caseinate matrices to agar is higher. It can thus be
concluded that the higher antimicrobial activity of alginate-caseinate
matrices incorporating Lc. lactis LAB3 cells not only resulted from the
higher living bacterial cells populaticn in such systems but also from
the better release of antimicrobial metabolites (presumably
bacteriocin-like substances). Lc. lactis LAB3 cells will now be entrap-
ped in gelled alginate-caseinate matrices like beads or films which
could be tested for their capacity to inhibit undesirable microorgan-
isms growth in real fresh foods or at their surface.
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Abstract

e ifluene of enviamertal condions (bH medium compostion temperatiee. ) on e amiwioonal acivity of
It acdd Bacteria (LAR) was Bvestipatedin anaesrolne culiee. Fee Lacto coccns botie st (400 TI955 mad T4R3)
were thus cultured on foure MRS media sipplamerged with st (1 10 30 o 50 gL f lactose, dradwicrolial ortvity was
evaludted I am ager well diffusim metfnd o two differert indicaym straps ) LEteria momia JRELL0T aad Eonri
thimophila AT 0377 Sppalay edations gf MRS meadium with lactose &3 ot ewfupye sipgiiemely the ommiooinal
actviy af te twe L4 R stears, Resides, tae two LAR stravis tested i 705 study (400 11933 aad LA R3) showad a wide
diversty of metpdoltes produred LARD cellfree supmnates (OF5 had an deportas om-Liskerin adiwty whereas
AFCE 10334 OFY fuad g befter activiy apandt B piiopiela (s A sewiive strar) e loss of arsipete modnal activiy
oiserved fllowing LdR 3 CFY pagteers Iy prote ol SXEImes SUEERSES TR 1RO st would prodce bacteriocie ke
WML SUS RN 5.

Kewrords: Lagtecoccus lasts, ambmicobial achvity, MES medmm, lactose, Listeria dmwews, Kocura
rhizophila
Inirodw Hon As Safe) by the TS Food and Dmg

Lactic Acid Bacteria (LAB) ae Gram Admirms bation For imstance, Lactococcws lactis
positive, nom-meotle, nonsporalabing, anaswbic

amd  asmwiclerant. Their erersy comes fiom

subsp. laeks 15 ane of LAE which 15 very used for

food preservation becaise of its ability to produce
fenmertation They are responsible for many food

fernertation processes and used as starer-milhores
in the food mndasty [1]. Besides several stadies
have shoam that LAR can reduce the groarth of

bacteriocins such as nisin (the omly bactericein
reogntsed @ a food preservabive i many
conrtries ], lacticin and lactococein [7].

The growth in consumption of wad y-to-eat
Listeria monocytogenss in meat and seafood [2] [3] fods preserved by refiigeration (cooked, sliced
[4] avd inhibit food-spoilage bactera and other products, s alads), which have umderzeme mirimal

foodb ame pathogens (Escherichia eolf stabilizafion treatments to better preserve their
Pseudonpnas aeruETNAA, Salmmelia

Typlinoariam S eteritidis and  Saphplocoeous
awrens) [3]. This arbmicwbial achvity is due to

ctgancleptc properties, 5 the camse of the
emergence  of  mew  micrchiclogical  misks.
Nevertheless, [ monoaytoranes remains the leading
different mechanisms acting in synergy or not: barterial food fight. This bactetium is s porsible
conpetition for mbients, pH lowenrg (with the for listeriosis, a severe disease especially in the
poduction of orgame acids)  producten of elderly, preghant wormen and their febuses [B] and
hydmwgen perozdde, gas (cathon dicwdde’, reuterin, fhe immuromppmssed pecgle [3]. In Fumpe and
diacetyl orb acteriocins [€]. LA become a priwary other developed countries an irvraase of listeriosis

tool fhr biopesermabon namely becanse most of iriderre has bean chserved in meent yoas [10]
them are considered GRAS (Genernlly Recoguimad
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Lmmogtogenes 15 a Gramepositive bactermim,
famltative anasrchic, able to growr at pH 4.5 10 3.2
[11] at temperahires mnging from 2 to 42 °C and
tolerates MNall comcentabors abowe 14% [12]
These capabilihes explan the diffimulty 1
comrolling the presence and the zwwth of
Lmmogtogenes 1n ood, especially in muommally
processed foods [12] [13].

To comral these mucrcbiclogical hamards and
develop rew tools for blopreservahon, 1t s
mnportant to detemmne the optimial mocro-
emvarcimental condiiorns to obtain the hest LAB
antncrchial properties and to determone the
mecharmsns  wsponsible  for this achvity.
becording to the hiermbare, the wvarahion of
different factors can evhance produchon of
anhnnerchial  azemts by LAER: pH, medmm
composibon, moubabon terpetatare... [14] For
example, MES and M17 media have been mported
as mtable media for promobing grosrth and msin
expression with L. laens [15]. Hevertheless, m thus
latter study, the recorumended concembratons for
the synthehr media did neot pronote neither the

expression of msimeencoding geme, nor i

Materiaks and meihods

Bacterial svains, media and growth condtions

L laers ATOC 11454 and I Jachs LABS
[comumercial starter MDOSR (Ezal hne, Ehine
Poulene, Dangé SanmtEoman Francell wem
stocked at -0 °C i “de Man Fogosa and S harpe”™
bwth (MESW (Bickar Diagneste,
supplemented with 15% glyoercl (wv]. Befor use,
the multores wrere trars farved tarice in M17 or MEZ,
and imoubated at 30 °C for 2dh under anasmbic
condibions.
The amtazomste actiaty was  assaved azanst
Foowia riEsoplyla ATCC 5541 amd Listeia

France]

un
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produchon Heowrever, 1t was stromg by mfhienced bor
the addition of skinomed wulk to MEZ and MIL7
broth. Supplementabon of LAE specific oulhore
media (MES, M17) with 2 cathon soamwee (ghicose,
lartose,. ) has oftenbeen stadied [16] [17]. Lactose
15 fiequently reported as an essental mitient for
ophrmal produchon of anbrmerchial agemts [1E]
[19]. Besides 1t 15 duffioalt to seawch for the major
factors ard optmize then for biotechwological
processes mehding many vanables [20].

This waork has fomised on ab-Focieda
[sftan sensibive to Mim & [21T) and anhb- Disteria
actvity of taro s tains of Lactoesccus lacks mbsp.
laogs: ATCC 1145 (lmown to produce Hism 4
[2Z]) and LAES (conenerrial stater BMIDOER (Ezal
hre, Elire Poulerne, Dangé Sant-FEeormam
Francell. Lactos e-supplemented MES media were
tested. MES broth was chosen for this stady
becanse meost of the shains of the rest of the
collecton  avaldle for tlos  wsearch project
belonged to the Ilaodebanillus gems. The
avbricobial  achviby was  assayed by teshng
mlie spermatats by an agar well diffision
nethad.

pmovua LEGIAOL. Stock mlbares (Biodwia
collecton) were maintained at -20 "C m Trvpton
Sov Bwth (TE3E) (Bickar Dagnoste, France)
mpplemerted with 155 glycerol (7). Before each
test, mdicator strains were groan m ToE at 1092
(i) fiox 7 b, then sabouliored on the same medoom
at 108 (wiv) and finally inmbated for 14 hoat 30°C.
Misin solaton (ased as a posibive combrol for
anbimerobial acthvity assays) was prepawed from
Misaphin® (25 % ke msin prepaaton Damsoo
415, United-Eingdem) by dissalving Hisaplin® in
a 002 M HCL solihon cweright at 4°C. Then a
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cemtafiuzaton (4°C, 3000 x z, 15 nan) alloared to
elimunate msohbble parbeles and obtan a 1000
I/l yosin sohitiom.

LAR cell-free supernatants recovery
Cultures of LAE wer pefoomed at 5%

[vh) of mombun fom a2 subeoultare mm M17Y or
MES, anasrobically at 30 °C for LABS strain or at
25°C fhr ATOC 1145 strain in the different media

prsented nTable 1.
Tabla 1. LAE malhare mediatested
T L i i § camporition (pH £.4) Voo | Lizame gL,
10 rpekmepnm LIES ]
10 7 1me st weteact LIES 10 10
J yest urtract MEEA0 | 50
FOEE 1T MEE&0 | 50
108 7 Ian )

1 ydipo teeinm phorphate
J peodinm sutale

1 Fammorinm citmk

01 gmagme fom salphat
005 ymanpmes enlphat

LAE celldres supernatats (CFS) weme recovered
at stationary phase (1. e. after 24.5 h ineub ation).
EBarterial calls wrare reroved by cantifization (15
mir, 472, 5000 x g) (SIGMA SELS Bioblock
Seientific). CFSs were then filkered throagh a 0.2
nucrometer merbrane [V WE) and stored at -0°C.
The nentralization of CF5 with NaOH 1 molL!
was carrled ot after defrosting and before each
test.

Characterizatnon of LAR antmicrobial aciviny
To  deterrore  the mechamsms of

anhrgcrchial achon of the taro LAE strairs in the
different media, differert tests were perfoemed on
the CF2s (pH reutraizabon, ereymatic and thermal
treabvents). The first teatmert comsisted m CF2s
rH naatrab=astion and allowred not to consider the
antinterchial  abvity of orames acids. To
deternune the role of percerides, another fiachon
was neutrahzed and then teated with catalase (300
Unl', C30, Sigma-hldrick) a 37°C for 1h. The

un
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wachonwas stopped by inmbahne the samples 10
nun at 85 °C. To test the presemce of bacterionins,
rentalized CFS wete treated separatelyr with thiee
different proteases: pmiease (from  Aspereillus
cpzae, PELIO, Sigme-aldvel), typsin (fom
porine pancreas, 479, Sizma-Alduael) and o
climotyrpsin (fiom bovine pancreas, C4129
Sizma-Aldrick at 2 concentration of 1 mwe wil? for
Shoat 37°C. The ermgymuabe wachorms reactions
wete stopped by heatne for 10 man at 65°C the
CFSs. Thermal stabihity of antinnerch1al sabstances
was assessed by msamng the arbrmicmbial achwty
of renhalimed CF3s followring their beabment at
402, B5°C ar 100°C for 1 h. The msidnal amb-
Foowia and arh-Tisteria achvibes wrere tested
with the azavwell diffasion methed.
Ann-Listeria achviy awar: gra well Efunon
method

The appropriate azar medmm, Trorpton Sov
bzar (T5A) (Biokar Diagnostic, France), was
imooulated at 1% (wiv) with the B rhzophla
ATZC 55341 strain anmd at 5% (vhe) with the L
pmocua LEGIADL stain. 50 ml of this agar were
poured into Petri dishes (diameter 140 mm). Affer
gelling atd *C for 30 mun, wells of & mum diareter
wete male aseptically in azar and filled writh 40 pL
of untreated amd treated CFS samples. These Petn
dishes were placed at 4 *C for Shio alloar diffasion
of antibacterial substances. Finally they were then
placed m the optmal comdibons for growth of the
tero indicator straims: 30 C for 24h. The reading
was dore by meamnng the diameter in nen of
inhihition momes formed wmeonand the wells, The
diameter of inhibition 7iwras perfonmed wsing the
follonerivg fomtmla:
Zi [y = diameter of the inhibiton zone obtained
(mrt)) - diareter of wells (& run).
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Results/Discussion
For the LAB3 and ATCC 11454 strains, the

best antimicrobial activities were detected in
supernatants of cultures performed respectively at
30°C and 25°C (data not shown). This is consistent
with bibliographic data which indicate that the
highest yields of production of antimicrobial agents
are attained in cultures between 25 and 30°C [23].
This temperature frequently differs from the
temperature for an optimal growth. Nevertheless,
differences of antimicrobial responses from one
LAB strain to another make it difficult to edit
general rules.

The CFSs obtained from cultures of L. lactis ATCC
11454 performed in the four MRS based media
(Table 1) showed no significant differences on the
anti-Kocuria activity (Figure 1). After CFS
neutralization, inhibition zones decreased by 1-2
mm. Therefore the anti-Kocuria activity of CFS
was also due to other metabolites than organic
acids. Since neutralized CFS treated by catalase
showed an antimicrobial activity similar to
neutralized CFS, antimicrobial activity was not due
to peroxide. Besides, the only difference of the
antimicrobial activity of supernatants according to
the culture medium was the residual activity after
heat treatment at 100°C. Antimicrobial metabolites
present in the supernatants recovered from cultures
in MRS media supplemented with 30 or 50 g/L. of
lactose were not stable after treatment at 100°C.
Residual antimicrobial activity was present after
treatment with trypsin and protease but the activity
disappeared after treatment with a-chymotrypsin.
Therefore the antimicrobial peptides present were

sensitive to a-chymotrypsin and partially sensitive

to trypsin and protease.
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Figure 1. Anti-K. rhizophila ATCC 9341 activity of
untreated and treated CFS (collected from the
cultures made in the different MRS/[lactose
concentration (g.1.')] media at 25°C) of L.lactis
ATCC 11454 (agar well diffusion method) (n=3)

The supernatants of LAB3 strain cultures did not
show any anti-Kocuria activity. Supplementations
with lactose did not increase anti-Kocuria activity.
Thereafter the choice was made to only consider
non-supplemented MRS broth. For the anti-Listeria
activity, the CFSs of the two LAB strains did not
present similar trends (Figure 2): LAB3 CFSs were
much more effective than ATCC 11454 CFSs.

I mLAB3 DATCC 11454 |

Zi (mm)

Figure 2. Comparison of anti-L.innocua LRGIAO1
activity of L.lactis ATCC 11454 and LLAB3 CFSs
(treated and untreated collected from culture
performed in MRS broth at 25°C and 30°C,
respectively) (agar well diffusion method) (n=3)

Indeed, whatever the treatment (neutralization,
action of catalase or proteolytic enzymes, or heat);

ATCC 11454 strain CFSs did not show any anti-
Listeria activity. On the other hand, the LAB3 anti-

612
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Listeria CFS were only affected following the
action of proteolytic enzymes: thus LAB3 strain
likely produced antimicrobial peptides partly
responsible for the observed anti-Listeria activity.
These results showed (i) a wide range of sensitivity
between Listeria and Kocuria and (ii) a wide

diversity of metabolites produced by the two L.

lactis strains.

LAB3 and ATCC 11454 are two L.Jactis subsp.
factis strains but their antimicrobial activities
strongly differed. Indeed, ATCC 11454 strain CF3
(treated and untreated) inhibited X
ATCC 9341, a nisin A sensitive strain [21] whereas

rhizophila

only untreated CFS had an activity
L.innocua LRGIAO]. This indicator strain seemed

against

to be less sensitive than K .rhizophila and not
sensitive to the same antimicrobial agents. ATCC
11454 strain is known to produce nisin A [22], so
L.innocua LRGIAO1 would not be sensitive to nisin
A and LAB3 would not be a nisin A producing
strain. Besides, even if the activity spectra of nisin
A and Z are quite similar, the difference in
solubility is remarkable, nisin A being more soluble
at acidic pH than nisin 7 [24] [25]. This may have
an influence in the differences of inhibition
observed between our two target strains.

L.Jactis strains are known to produce nisin.
[t was therefore interesting to compare the results

of antimicrobial activity of LAB3 and ATCC

Conclusion
LAB bacteriocins production could be

optimized by changing environmental conditions:
PH, medium composition, incubation temperature,
... However, tests of MRS broth supplementation
with lactose did not exert a significant influence on

the antimicrobial activity of the two LAB strains

===
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11454 strains treated CFS with a solution of nisin,
which underwent the same treatments (Figure 3).
This nisin solution was prepared from Nisaplin®.
This misin form was demonstrated to be heat-stable;
to have anti-Listeria activity and was sensitive to

the three proteolytic enzymes used.

1
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Figure 3. Anti-L.imnocua LRGIAO1 activity of
1 000 Ul/mL Nisin solution (treated and untreated)
(agar well diffusion method) (n=3)

LAB3 antimicrobial

only LAB3 CFS

Concerning
metabolites characterization,
treated with proteolytic enzymes had lost their anti-
Listeria activity, so LAB3 would likely produce
bacteriocin-like inhibitory substance. According to
literature, these bacteriocins could be msin (A, Z),
lacticin (481, 3147), lactococin, enterocin A [22]
[26] [27].

considered:  non-supplemented MRS  broth
remained thus privileged for further studies.
Besides, the two LAR strains tested in this study
(L.lactis ATCC 11454 and LAB3) showed a wide
diversity of metabolites produced. LAB3 CFS had

an important anti-Listeria activity whereas ATCC

613
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11454 CFS had a better activity against K.
rhizophila (a nisin A sensitive strain). According to

CFS treatments by proteolytic enzymes, 1LAB3
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substances. In order to develop a new tool for
biopreservation., LAB3 cells will be entrapped in

alginate/cascinate matrices and their antimicrobial

would  produce  bacteriocin-like  inhibitory activity tested.
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RiSuME/ABSTRACT

Résumé

Parmi les différentes méthodes de lutte contre les microorganismes pathogenes et/ou
altérants en agroalimentaire, I’utilisation de bactéries lactiques (LAB) bioprotectrices s'avere étre un
outil prometteur pour la préservation des aliments. Ce travail de thése collaboratif, entre I'équipe
PAPC (AgroSup Dijon, Université de Bourgogne) et le laboratoire BioDyMIA (Université Lyonl-
Isara Lyon), concerne I'é¢tude de systémes bioprotecteurs immobilisant des cellules entiéres de LAB
dans une matrice polymérique d'alginate de sodium et de caséinate de sodium pour une activité
ciblée contre Listeria spp. Dans un premier temps, la méthodologie mise en ceuvre a consisté a
sélectionner des souches de LAB bioprotectrices sur la base de leur activité antimicrobienne
évaluée par la méthode de diffusion en milieu gélosé contre trois souches de Listeria spp. Quatre
souches sur 19 ont ainsi été sélectionnées. Une caractérisation partielle des métabolites
antimicrobiens produits par ces 4 souches a ensuite été réalisée en appliquant des traitements
thermiques et enzymatiques aux surnageants de culture correspondants pour évaluer si ces
traitements altéraient 1’activité des métabolites antimicrobiens présents. Une purification et une
identification partielle des actifs antimicrobiens de nature peptidique ont été réalisées uniquement
pour la souche d'intérét principale : Lactococcus lactis LAB3. Dans un second temps, une
formulation de la matrice polymérique d’immobilisation des LAB sélectionnées a été choisie en
réalisant le diagramme de phases du systéme aqueux alginate de sodium/caséinate de sodium : 1,5
% (m/m) d'alginate de sodium / 4 % (m/m) de caséinate de sodium / 20 % (m/m) bouillon MRS.
Cette formulation a permis d'obtenir une matrice composée d’une phase continue riche en alginate
et d’une phase dispersée riche en caséinate dans laquelle les cellules de LAB se localisent
préférentiellement d’apres les observations en microscopie de fluorescence confocale a balayage
laser. Suite a l'inclusion des cellules de LAB dans ces matrices liquides et gélifiées d'alginate seul et
d'alginate/caséinate, leur cultivabilité et leur activité anti-Listeria ont été suivies a 30°C pendant 12
jours. Ceci a révélé que la cultivabilité et 1’activité antimicrobienne des cellules de LAB se
maintiennent a des niveaux plus élevés dans les matrices d'alginate/caséinate que dans celles
uniquement a base d’alginate. Ces matrices a base d’alginate et de caséinate apparaissent donc
comme un systéme prometteur pour l'immobilisation de LAB bioprotectrices. Leur intérét pour
I’inclusion de LAB a pu étre corrélé a leur viabilité et a la structure composite de cette matrice a
base de protéines qui favoriserait la production et la libération des métabolites antimicrobiens.

Mots-clés : Bactéries lactiques, biopréservation, confinement, séparation de phase, cas€inate de
sodium, alginate de sodium, gel, cultivabilité, activité anti-Listeria.
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Abstract

Among the various methods to control foodborne pathogenic and/or food spoilage
microorganisms in food chain, bioprotective lactic acid bacteria (LAB) appear to be promising tools
for food biopreservation. This collaborative study, between PAPC (Agrosup Dijon, University of
Burgundy) and BioDyMIA (University Lyonl-Lyon Isara) laboratories, concerned the development
of sodium alginate/sodium caseinate polymeric matrices intended to entrap LAB cells selected for
their anti-Listeria spp. activity. First, 4 LAB strains from 19 LAB strains were selected for their
anti-Listeria spp. activity: this screening was performed by the method of agar diffusion against
three Listeria spp strains. Then, antimicrobial metabolites produced by the selected LAB strains
were partially characterized by assessing the effect of various thermal and enzymatic treatments on
the anti-Listeria spp. activity of their culture supernatants. A partial purification and identification
of antimicrobial active peptides produced by the main strain of interest (Lactococcus lactis LAB3)
was also performed. A composition of the polymer matrix has been selected by performing the
phase diagram of sodium alginate/sodium caseinate system: 1.5% (w/w) sodium alginate / 4%
(w/w) of caseinate sodium/20% (w/w) MRS broth. This formulation provides a rich alginate
continuous phase and a rich caseinate dispersed phase in which LAB cells localize according to the
study by confocal microscopy. LAB cells were immobilized in liquid and gelled matrices of
alginate and alginate/caseinate. Culturability and anti-Listeria activities were measured during a
storage at 30°C for 12 days. The alginate/caseinate matrices were more effective in better
maintaining LAB cells cultivability and their antimicrobial activity than alginate matrix. This
effectiveness seemed correlated with cell viability and the dispersion-like structure of the protein-
based system which enhance production and release of antimicrobial metabolites. Thus, this type of
polymeric matrix appeared as a promising immobilization system of bioprotective LAB.

Keywords: Lactic acid bacteria, biopreservation, entrapment, aqueous two-phase system, sodium
caseinate, sodium alginate, gel, culturability, anti-listerial activity.
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