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Résumé

Cette étude porte sur la production de bactériocine produite par Lactobacilliis acidophiliis
VB isolée à partir de "Lben" de la région de Blida. Cette espèce représente une activité anti
microbienne à l'égard de Lactobacillits bulgaricus 340 (Danisco, Dangé-Saint-Romain).

Une fermentation a été réalisée à 37 °C. à pH contrôlé à 6,5. Quatre descripteurs sont déter
minés : la consommation de la masse de la soude (m, en g), la vitesse de la consommation
de la soude (dm/dt, en g/min), la conductivité (conduct, en mS) et la vitesse de la conducti-
vité (dconduct/dt, en mS/min). Une fermentation à pH contrôlé à 6,5 semblerait favorable
pour l'acidification et la production de la bactériocine.

Mots clés : Lactobacillus acidophilus VB, Lactobacillus bulgaricus 340, Bactériocine,
Production, Fermenteur.

SUMMARY

This study relates to the production of bactériocine produced by Lactobacillus acidophilus
VB. This stock was isolated from a traditional Algerian dairy product "Lben". It produces a
small bacteriocin, which was active against Lactobacillus bulgaricus 340. Fermentation was
carried out at 37 °C. with pH controlled 6.5. Four descriptors are determined, consumption
of the mass of soda (m, in g), the speed of the consumption of soda (dm/dt, in g/min),
conductivity (conduct, in mS) and the speed of conductivity (dconduct/dt, in mS/min). A
fermentation with pH controlled 6.5 would seem favourable for the acidification and the
production of the bacteriocin.

Key words : Lactobacillus acidophilus VB, Lactobacillus bulgaricus 340, Bacteriocin,
Production, Fermentor.
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INTRODUCTION

Les bactéries lactiques sont utilisées dans de
nombreux produits laitiers dont les laits fer-
mentés, les fromages et les yaourts. Elles

contribuent à la texture, à la saveur des aliments

ainsi qu'à la production de composés aroma
tiques. Les bactéries lactiques inhibent la pro
lifération de micro-organismes par la produc
tion de composés inhibiteurs telles les bactério-
cines (Piard et Dusmazeaud, 1991 et 1992) et
en abaissant le pH par la production d'acide lac
tique (Gillii.ano, 1985).

Les bactéries lactiques appartiennent à un grou
pe de bactéries bénéfiques, dont les vertus se res
semblent, et qui produisent de l'acide lactique
comme produit final du processus de fermenta
tion. Elles sont partout dans la nature, et se trou
vent aussi dans le tube digestif de l'homme. Si
elles sont surtout connues pour le rôle qu'elles
jouent dans la préparation des laitages fennentés,
elles sont utilisées également dans le saumurage
des légumes, en boulangerie, pour la fabrication
du vin, le saurissage des poissons, des viandes et
des salaisons. Les bactéries lactiques sont à l'ori
gine de processus de transformation alimentaire.
Ces micro-organismes sont présents dans diffé
rentes variétés d'aliments. Ces bactéries se com
posent principalement des genres Lactococcus,
Pediococcus. Lactobacillus, Enterococcus,
Streptoccciis et Carnobacteriuni (Bo^ avai, et ai.
1998 et Asi.im et ai. 2005).

Certaines souches de bactéries lactiques sont
des probiotiques qui, une fois ingérées en
quantité suffisante dans l'organisme, exercent
des effets bénéfiques pour la santé allant au-
delà des vertues nutritives de base
(SCIIAAI SMA, 1996). Ces bactéries ont le pou
voir de produire des composés antibactériens,
des peptides dénommés bactériocines, douées
d'une activité bactéricide à l'égard de plusieurs
germes pathogènes (Cl nai ii mi'o et ai. 1996).

Les bactériocines de bactéries lactiques font
l'objet d'une attention toute particulière depuis
une dizaine d'années en raison de l'intérêt tant

fondamental qu'appliqué qu'elles suscitent.

Aujourd'hui, les probiotiques sont utilisés aussi
dans un grand choix de laitages fermentés qui

vont du kéfir (boisson liquide) jusqu'au yaourt
(plus consistant).

Les bactériocines représentent un intérêt dans la
conservation des denrées alimentaires par leur
capacité à réguler la microflore existant dans
les produits fermentés et inhibent la croissance
des germes pathogènes. En agro-alimentaire
seule la nisine issue de Lactococcus lactis est

utilisée comme additif alimentaire afin d'inhi

ber la croissance des espèces nuisibles respon
sables des intoxications (Delves-Broughton,

1990). La nisine est efficace contre les germes

pathogènes tels que Listeria monocytogenese,
Staphylococcus aureiis et Clostridium tyrobuti-
ricum (Cai et ai, 1997).

Les ferments lactiques sont traditionnellement
produits par fermentation discontinue appelée
également fermentation "batch".

L'accumulation d'acide lactique non dissocié et
le lactate, est un facteur important limitant la
production de levains lactiques par cette tech
nologie, les cultures en continu permettent d'é
viter ce problème. Dans notre étude le lactosé
rum industriel déprotéiné enrichi en extrait de
levure est utilisé comme substrat pour la pro
duction de bactériocine par Lactobacillus aci
dophilus VB en bioréacteur à pH régulé à 6,5.

MATERIEL ET METHODE

Matériel et milieu de culture du fermenteur

Le fennenteur utilisé est un réacteur Biolaffite

(LSL-biolafilte-France) de 2,2 L (volume utile

1,8 L). Il est relié à un set de régulation permet-
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tant de mesurer et de réguler le pH de culture.

Le milieu de culture utilisé est de type indus

triel. Il s'agit d'un lactosérum doux en poudre,

reconstitué à raison de 60 g/L. Afin d'insolubi-

iiser les protéines de haut poids moléculaire, le

pH est ajusté à 5,0 avec H2SO4 IN. Puis un trai

tement thermique est réalisé à 110 '^C. pendant

20 minutes. Après refroidissement, le lactosé

rum est centrifugé à 10 000 g pendant 30 min.

Le surnageant obtenu est filtré sur papier plissé
de 4 à 7 pm de rétention puis complété avec de

l'extrait de levure à raison de 20 g/L. L'extrait

de levure permet d'enrichir le lactosérum en

matières azotées. La stérilisation du milieu est

ensuite effectuée dans le fermenteur avec la

sonde du pH à 110 °C pendant 20 min (figure 1 ).

"Iri
^ ;

Figure I ; Fermenteur de 2,2 L utilisé lors de la cul
ture de LuctohaciUus acictophUus VB

Conditions de culture

La préparation de l'inoculum de la fermentation

est réalisé comme suit ; une ose bien chargée de

Lb. acidophilus VB est ensemencée dans 5 mL

de bouillon MRS puis incubée à 37 °C. pendant

24 h. Le matin de la fermentation, 100 pL sont

repris dans 5 ml. de bouillon MRS et incubé à

37 '"C pendant 18 h.

Le fermenteur est muni d'un agitateur tournant à

200 rpm/min ; une sonde de conductivité élec

trique reliée à un transmetteur Mycom CLM 151

(Endress Hauser, Huningue, France) et une

sonde de pH stérilisable (Ingold, Paris, France).

Le pFl est régulé par une introduction d'une solu

tion de soude (NaOH IN) à l'aide d'une pompe

péristaltique commandée par un régulateur

Demca type 3BI0! (Promatex, Quinssaynes,

France). La température de la fermentation est

maintenue constante à 37 '^C. par circulation

d'eau chaude dans une double enveloppe. L'eau

du bain Marie est portée à une température supé

rieure de 2 °C. à la température désirée.

Suivi de la fermentation

Deux mesures sont suivies au cours de la fer

mentation : la masse de la soude consommée et

la conductivité. Le premier paramètre
(mNaOH, en g) est mesuré sur une balance
électrique. Les données sont enregistrées sur
ordinateur en temps réel, grâce aux logiciels
Wcunac-lndus et PPouf (INRA, grignon). Le
deuxième paramètre (coduct, en mS) évolue en
fonction de la concentration en lactate de

sodium. 6 descripteurs sont mesurés :

• VmNaOH ; vitesse maximale de consomma

tion de soude (g/min).
• tmNaOH ; temps pour atteindre VmNaOFl

(min).

• dNaOH : consommation de soude correspon
dant à VmNaOH (g).

• VmConduct : vitesse maximale de variation

de conductivité (en mS/min).

•  tmConduct temps pour atteindre

VmConduct (min).

• dConduct : variation de conductivité à
VmConduct (mS).

Une fermentation à 37 °C à pH contrôlé 6,5 est
réalisée. L'airêt de la fermentation est déterminé

à partir des courbes d'évolution des vitesses
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de variation de la masse de NaOH et de la

conductivité électrique. La fermentation est
stoppée à (tmNaOH + 3 h), c'est-à-dire après la
fin de la phase exponentielle de croissance, et
lorsque la vitesse de consommation de soude
(VmNaOH) et la vitesse de conductivité élec

trique (VConduct) atteignent leurs valeurs
maximales.

A la fin de la fermentation, un refroidissement

du fermenteur est effectué à pH régulé, en
plaçant le fermenteur dans un seau contenant de
l'eau glacée pendant 30 min jusqu'à ce que la
température du milieu descende à 15 °C. Le
milieu fermenté est ensuite transféré stérile

ment dans des pots de centrifugation. Une cen-
trifugation est ainsi réalisée à 10 000 g /30 min.
Le surnageant brut actif est récupéré stérilement
pour l'étude de l'activité de la bactériocine.

RÉSULTATS ET DISCUSSION

Suivi de la production de bactériocine en
bioréacteur à pH régulé à 6,5

Une fermentation a été réalisée à 37 ®C. à pH

contrôlé 6,5, afin de déterminer les cinétiques

de croissance et d'acidification de Lb. acidophi

lus VB. L'acidification est caractérisée par la
quantité de soude consommée pour assurer la
régulation du pH et par l'évolution de la
conductivité électrique du milieu de culture.

Les résultats de fermentation sont représentés

au niveau des figures 2 et 3. Quatre descripteurs

sont déterminés: la consommation de la masse

de la soude (m, en g), la vitesse de la consom
mation de la soude (dm/dt, en g/min), la
conductivité (conduct, en mS) et la vitesse de la

conductivité (dconduct/dt, en mS/min).

Le tableau I représente le bilan de la fermenta

tion à pH régulé à 6,5. Un dénombrement est
effectué 5 minutes après inoculation du fermen

teur (XO) et à la fin de la fermentation (XF).
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Figure 2 : Evolution de la masse et de la conduc
tivité en fonction du temps.

•0.1

-0.3

-0.5

-0.7

-0.9

-1.3

-1.5 A"

-dmasse'di

-dcond/dt

0.15

400 600

temps (min)

Figure 3 : Evolution de la vitesse de la consom
mation de masse de la soude et de conductivité en

fonction du temps.

Après centrifugation réfrigérée de la culture à 10
000 g, les culots sont récupérés puis pesés afin
de déterminer le poids de la biomasse. D'après
nos résultats, la phase exponentielle de croissan
ce débute après 427 minutes, de fennentation.
Le temps nécessaire pour atteindre la vitesse
maximale de fermentation est de 670 minutes.

Après 5 minutes, d'inoculation du fermenteur, le
nombre de Lb. acidophilus VB est de 5,00E+02.
Après 3 heures du temps nécessaire pour
atteindre Vm, le nombre de Lb. acidophilus VB est
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Tableau I ; Bilan de la fermentation à pH contrôlé 6,5.

Paramètres de fermentation Fermentation pH 6,5

Début phase exponentielle (min) 427

Temps à Vm (min) 670

t (Vm + 3 h) (min) 850

Consommation maximale de soude (g) 143

Variation de conductivité maximale (mS) 11,74

Consommation finale de soude (g) 286

Variation de conductivité finale (mS) 21,04

(dm/dt)max (g/min) -1,31

(dconduct/dt)max (mS /min) 0,095

Dénombrement XO (nbr UFC/mL) après 5 min d'inoculation du fermenteur 5,00E+02

Dénombrement XF (nbr UFC/mL) à t (Vm +3 h) l,20E+09

Poids biomasse en g (dans 1,8 L) 21,6

optimal soit 1,20E+09. Le poids de la biomasse

est de 21,6 g à partir de 1,8L de surnageant brut
actif. Le test de l'activité antimicrobienne ainsi

que le calcul des unités arbitraires de la bacté-
riocine ont été déterminés à la fin de la fermen

tation. L'activité de la bactériocine dans le sur

nageant brut actif issu d'une fermentation à pH
contrôlé 6,5 est de 25 600 UA/mL.

Nos résultats sont en accord avec la littérature

qui indique que cette espèce présente un pH
optimal de 6 pour l'acidification (Gomes et
Mai .CATA, 1999) et la production de bactérioci
ne (Bogovic-Matijasic et Rogelj, 1998).

AvoN i s et ai. (2004) ont suivie la cinétique de
croissance, le métabolisme et la production de
bactériocine issue de sept espèces probiotiques
appartenant à la famille des lactobacilles sur
deux milieux (bouillon MRS et lait) en bioréac
teur à pH contrôlé à 6,5. Les probiotiques étu
diés sont Lactohacillus acidophilm ACC, L.
acidophilus 1BB801, L. casei Imimitas. L casei

YIT 9029, L. gas.seri K7, L. johmonii Lal eti.
rhaninosus CiG. La production de bactériocine

pour toutes les souches est meilleure dans le lait
lorsqu'il est additionné d'extrait de levure. L
acidophilus 1BB801 représente la meilleure

souche en cinétique de croissance (soit, 10,5

Log UFC/mL) et en production de bactériocine

(soit, 3200 UA/mL).

Mataragas et al, (2003) ont étudié l'influence

du pH et de la température sur la croissance et
la production de bactériocine par Leuconostoc

mesenteroides L124 et Lactobacilhis curvatus

L442. Les conditions optimales de production

des bactériocines n'ont pas coïncidé avec ceux

de la croissance. Un pH compris entre 6,0 et 6,5

et une température de 30 °C. sont favorables

pour l'optimisation de la croissance. Une opti
misation de la production de bactériocine est

obtenue lorsque le pH est de 5,5 et à 25 °C.

Dei.gado et al.. (2005) ont étudié l'effet de la

température et de la concentration en NaCl sur
la production de bactériocine par Lactohacillus
pentosus B96. La croissance de cette souche est
meilleure à 30 °C., à pH neutre et en absence de

NaCl. La température de 22 °C. et une concen
tration en NaCl de 0,65 mole/L stimulent la

production de la bactériocine.

ZiiNDO et ai. (2005) ont constaté que la pro
duction de bactériocine issue d'Enterococcii.s

mundtti diminue en absence de glucose, d'azote
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ou de tween 80 dans le bouillon MRS. L'effet

de l'addition de calcium sur la production de
bactériocine a été étudié en ajoutant 0,04 mol/L
de CaC03 ou de 0,1 mol/L de CaCL dans le
bouillon MRS. L'effet du pH sur la production
de bactériocine a été suivi à pH contrôlé à 5.0,
6.0, et 7.0. Une production maximale de bacté
riocine est obtenue dans le milieu MRS par rap
port à d'autres milieux (APT, M17, Elliker,
bouillon de soja). Le meilleur milieu pour une
optimisation de la croissance est le APT. La
température optimale pour la production de
bactériocine est à 25 °C. et 30 °C. dans le milieu

MRS. L'influence des composants du MRS par
l'addition de Ca - ou du Tween 80 sur la pro
duction et la croissance a montré que le taux de
production étant très faible dans le MRS
dépourvu de ces additifs.

CONCLUSION

La souche Lactobacillus acidophilus VB a été
isolée à partir d'un produit laitier traditionnel
algérien "Lben". Elle représente une activité
antimicrobienne à l'égard d'une espèce lactique
Lactobacillus bulgarictis 340. Un suivi de la
croissance et de la production de bactériocine
est réalisé en fermenteur à 37 °C. à pH contrôlé
égal à 6,5. Ces conditions sembleraient favo
rables pour la production de biomasse et la pro
duction de bactériocine. A la fin de la fermen

tation, le nombre de Lb. acidophilus VB est
optimal soit L20E+09. Le poids de la biomasse
a été déterminé. 11 est de 21,6 g à partir de 1,8L
de surnageant brut actif. L'activité de la bacté
riocine dans le surnageant brut actif issu d'une
fermentation à pH contrôlé 6,5 est de 25 600
UA/mL.
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