
.::

Gecrges corrieu n Françeis*Marie l-uquet
ccordos?nsÊeurs

Sæetér*es
te la gênéËique

Iactiques
aux ferments

Z,z,z-:u::é:€é{3"



=--c-
o
oo
o
o
co
eo
o
oEo
o
J

o

6
6
J
0

Table des matières

Chapitre I
Thetaxonomyoflacticacidbacteria (Bruno Pot) .. ........... I

l. Introduction.... . ....... I
2. Somedefinitions. .....--2
3. Thetechniques used forthe classificationandidentificationof LAB .. - -. - - -7

3.1. Phenotypictechniques ..--..7
3.1.1. Morphology. -.......7
3.1.2. Physiology... .....-.7
3.1.3. Carbohydratefermentationpatterns ..... -.....7
3.1.4. Cellwallcomposition... ......8
3.1.5. Electrophoretic mobilityoflactic aciddehydrogenases . . . . . . . . . . 9

3.1.6. Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE)

of whole-cell proteins

3.1.7. Serology..... ...'..10
3.1.8. Chemotaxonomicmarkers .... 11

3.1.9. Structure and immunological relationships of lactic acid dehydrogenases

andotherenzymes ... -.. '... 12

3.2. Genotypictechniques ......12
3.2.1. Plasmidprofiling .'nl2
3.2.2. DNAbase contentandDNA:DNAreassociationstudies . . . . . . . . 12

3.2.3. DNA:rRNAhybridization .'..13
3.2.4. Comparative analysis of 165/235 rRNA sequences . . . . . . . . . . . . 13

3.3. Typingtechniques. ........ 15

3.3.1. Sequencingofhousekeepinggenes. .......... 15

3.3.2. DNA Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP) . . . . . . 16

3.3.3. Typingmethodsbasedonthe Polymerase ChainReaction(PCR). . . . . . . . 16

3.3.4. The Amplified Fragment Length Polymorphism (AFLP)
fingerprintingtechnique ..... l7

3.3.5. Pulsed-FieldGelElectrophoresis(PFGE) ......17
3.3.6. Amplified Ribosomal DNA Restriction Analysis (ARDRA) . . . . . l8 I

I
l



3.4. Methods to study complex populations " " " 18

].4.1. Denaturing Graàieni Gel ElectrophoreSis (DGGE); Temperature Gradient

i GelElectrJphoresis(TGGE) """:""""'18
3.4.2. Idefiifrcationmicroarrays.' """"' 19

4. ThetaxonomyoflAB """"' 19

4.1. Alittlebitofhistory """'41
4.2. ThegentsLactobacillus. " " ' " " ' 42

4.2.1. TbeLactobacillusacidophilusgroup ' "'''"'44
4.2.2. TheLactobacillus caseigroup' " " " ' 46

4.2.3. TheLactobacilluscoryneformis group' " " " ' 50

4.2.4. The Lactobacillus perolens group and Paralactobacillus selangorensis ' ' ' 5l

4.2.5. TheLactobacillusplantarumgtotrp " " " " " 52

4.2.6. The Lactobacillus buchneri group' ' ' ' ' 56

4.2.7. TheLactobacillusreuterigroup ' ""' 59

4.2.S. The Lactobacillus salivarius group and Lactobacillus vitulinus . " " " " 65

4.2.9. Non-validatedlactobacilli"' """"11
4.2.l0.ThePediococcusgroup. ""'71

.4.2.lllhegenusAerococcus.. ""'73
4.2.l2lhegefirsTetragenococcus " " " " "74
4.2.l3lhegentsÎnterococcus. " " '76
4.2.l4IhegenusCarnobacterium " " " " " 80

4.2.l5lhegenusZagococcus.. " " '82

4.2.l6lhegenuslf/eissella.... ' " " 83

4.2.\L|begeneraleuconostocandOenococcus '''''' 85

4.2.18.The genetaStreptococcusandLactococcus''''''''''' 88

4.2.19 the geneta B ifidobacter ium, G ardnerella, Scardovia

andParascardovia... " " " "92
4.2.201hegenus Sporolactobacillus ' '""' 103

4.2.2l1heg"n"ru)topobiumandOlsenella " " " " 105

4.2.22ÏhegeneraDilosigranulumandAlloiococctts " ' " " ' 106

5. Conclusions and future perspJctives ' ' ' ' 106

References """ 109

. ChaPitre 2

Génétique des bactéries lactiques (Pierre Renault) ' ' ' 153

1. Introduction..... ""' 153
t.nrÈ

2. Techniques de biologie moléculaire ' ' ' ' ' rJl Ë

2.1. Méthodes d'ana'lyse des écosystèmes et de la biodiversité' ' ' I ' ' ' lt-1 A

2.1.1. Analyse de la diversité des espèces ' ' ' l)) ;
2.1.2. Analyse de la diversité des souches ' ' '.' ' l:? Ë
2.1.3. Méthode de suivi des individus dans les écosystèmes ' " " " " 162 E

2.1.4. Analyse de la viabilité et de I'activité métaboiique au sein E

desécosYstèmes.... !64 Ë

2.l.5.Conclusion.. """166 €
2.2. Techniques de modification des bactéries lactiques \6-'- '.:

2.2.1. Yectéurs et hôtes. ' ' ' 167 j
2.2.2. Transformation. " " 169 

.E

2.2.3. Modifications ciblées et remplacement de gène " " " ' 171 Ë

2.3.Séquençagedesgénomes "'"''''l7l o



Table des matières

2.4. Analysebio-informatiquedes génomesetbasesde données ., . . .. . . . 176

2.4.1. Outilsd'analyseetd'annotationdesséqutnces..... ... 116

2.4.2. Basesdedonnées . - - 177

2.5. Nouvellestechniquesmoléculaires. ........ 178

2.5.1. franscriptomique ...178
2.5.2.Pro1éomique... ....185
2.5.3. Réseau d'interaction des protéines. . . . 188

2.5.4. Métabolomique. .... 190

3. Génomesetévolution ....'.....191
3.1. Génome des bactéries lactiques - - . . 191

3.1.1. Chromosome. .....191
3.1.2. Élémentsgénétiquesmobiles ........192

3.2. Mécanismesrégissantleséchangesgénétiques ...... 199

3.2.1. Conjugaison.. .-...200
3.2.2. Transduction.. .....203
3.2.3. Transformationnaturelle .---203
3.2.4. Barrlères aux transferts de gène ... . . - 205

3.3. Variabilitédesgénomes..... ...--205
3.3.1. Vues actuelles sur l'évolution des génomes procaryotes. - . . . . . .206
3.3.2. Modificationsspontanéesdugénome ... ' -...207
3.3.3. Pertemassivedegènes. ...'.208
3.3.4. Acquisitiondegènes. .-....2O9

3.4. Conclusion: <legénome>etcl'espèce>chezlesbactérieslactiques ... -....210
4. Contrôle del'expressionetadaptation..... - - - -.212

4.1. Mécanismesdebases. ....213
4.2. Régulationdessignauxdel'environnement. ..... - - - 216

4.2.1. Facteurssigma .'.-- 216

4.2.2. Systèmesàdeuxcomposants(TCS). .:..... ........ 218

4.2.3. Réponses aux changements d'osmolarité, aux ions
etaustress oxydatif . - -.....220

4.2.4. Contrôle des gènes impliqués dans les chocs thermiques ' . . . . . . . . . . . . - 221

4.3. Contrôledumétabolismecarboné .........223
4.3.1. Contrôle ducatabolismedes sucres. ........ -223
4.3.2. Régulation transcriptionnelle des gènes de la glycolyse. . . . - - . .229
4.3.3. Régulation du métabolisme des acides organiques. . . - - 230

4.4. Contrôle du métabolisme des composés azotés . . . . . . 231

4.4.1. Régulationdusystèmeprotéolytique...... -..232
4.4.2. Régulation des voies de biosynthèse des acides aminés . . . . . . . . 235

4.4.3. Régulationdumétabolismedel'urée.. - - '....239
4.5. Contrôledesvoiesdesynthèsedesnucléotides.... ... -. -...240
4.6. Réseauxderégulation.......{.... .......241
4.7. Communicationcellulaire. .......-243

5. Conclusionetperspectives..... .......245
Réferencesbibliographiques.... .........245

IX

=s
5zJ



ChaPitre 3

Métaboliçme et ingénierie métaboliqae (Véronique Monnet, Danièle Atlon,

catherinè B éol, Marie- christine champomier-vergès, Marie-Pierre Ch apot'

Chartier,HichemChouayekh,MurielCocaign-Bousquet,MarieDeghorain,
phitippe Gaudu, Christiphe Gilbert, Eric Guédon, Isabelle Guillouard'
phiiiipe Goffin,Jean Guzzo, Pascal Hols, Vincent Juillard, Victor Ladero,

Nic Lindley, Sylvie Lortal, Poscal Loubière, Emmanuelle Maguin'

Chris tophL trionnet, François e Rul, Raphaëlle Tburdot- Mar éckal
21r

et Mireille Yvon) .

l. Vue globale du métabolisme et des voies de production d'énergie

chez les bactéries lactiques. " " 271

1.1. Les bactéries lactiques : des bactéries au métabolisme carboné relativement

simPle. """"'271
1.2. Lesbactéries lactiques : des bactéries aux sous-produits métaboliques

intéressantsmaisqu'ltfautdomestiquer ! " ' " ' " " 274

1.3. Les bactéries lactiques : des bactéries bien adaptées à leur niche écologique ' ' ' 274

1.4. Les bactéries lactiques : des bactéries qui n'ont pas encore tout dit

deleurmétabolisme ? -.. -. " "275
2. Outils de modification génétique des bactéries lactiques " " " " ' 277

2.1. Vecteurs de clonage. " " " 278

2.1.1. Vecteurs dJclonage réplicatifs chez les bactéries lactiques . . . . . 278

2.1.2. Yecteur de clonage intégratif en un site spécifique du chromosome

desbactérieslactiques " " "279
2.2. Inactivation de gènes. " " ' 280

2.2.1. Inactivation par recombinaison homologue' ' ' ' 280

2.2.2. Inactivationpartransposition " " " '283

2.2.3 Retrohoming par les introns de groupe ll " " " " " " 285

2.3. Promoteurs inductibies etproduction contrôlée de protéines chez les BL . . ' ' ' ' 285

2.4. Gènes rapporteurs - Mesuie de l'expression des gènes " " " ' 288

2.5. Marqueuis de sélection chez les bactéries lactiques " " " " ' 288

2.6. Conclusions. . .

3. Métabolisme carboné des bactéries lactiques ' ' ' ' 291

3.1. Transportdessucres. ""'291
3.1.1. Systèmeperméase..;.... """"'291
3.1.2. SystèmePTS.. ""'292
3.1.3. Système d'entrée en fonction du sucre' " " " ' 293

3.1.4. Régulation de I'entrée des sucres ' ' ' ' ' 294

3.2. Catabolisme des sucres. ' ' ' 297

3.2.1. Voiesmétaboliquescentrales. ""'i """"29'7
3.2.2. Yoiesmétaboliques spécifiques des sucres ' ' ' ' 298

3.2.3. Voies métaboliques en aval du pyruvate ' ' ' ' ' ' 300

3.2.4. Régulationdesvoiesmétaboliques. " " " " ' 301

3.3. Métabolismedel'acidecitrique . '... " " "307
, 3.3.1. Transport du citrate " " " " 307

3.3.2. Hydrolyseducitrate """"309
3.3.3. Décarboxylationdel'oxaloacetate.. " " " " ' 309

3.3.4. Utilisationdupyruvate.-.... """' 310

3.4. Métabolismedel'acidemalique..... " " " 313

5t'

o
o.o
.9

G

'a

o

6

.9

.9

o

I



Table des matières

3.4.1. Acide L-malique et maturité du fruit. . . " " " 313

3.4.2. Métabolisme de I'acide malique ou fermentation malolactique

desvins' ' " 313

3.4.3.:EnzymesimpliquéesdanslemétabolismeduL-malate ' ' ' ' ' ' ' ' 314

3.4.4. Le métabolisme de I'acide malique génère une force protomotrice

membranaire .....317
3.4.5. Lafermentationmalolactique est-elle régulée ? . . - . .''''''''' 318

3.5. Production de polysaccharides " " ' 319

3.5.1. Nature des exopolysaccharides produits par les bactéries lactiques . . . . . . 320

3.5.2. Héléropolysaccharides.... " " " " '323
3.5.2. Aspects qualitatifs et quantitatifs de la production des EPS

chezlesbactérieslactiques . ' ' " " "327
3.5.3. Applications industrielles des EPS de bactéries lactiques ' ' ' ' ' ' 329

2'5'4' conclusions ' """ 331

2.6. Ingénierie du métabolisme carboné " " " " 332

2.6.1. lngénieriedesvoiesdetransportetducatabolismedes sucres . ........332
3.6.3. Réorientationdesintermédiairesde laglycolyse .... '.. ' ' ' ' ' '340
3.6.4. Conclusionsetperspectives ....""'342

4. Métabolismeazoté .."343
4.1. Auxotrophies, besoins enazote etprotéase de paroi " " " " ' 343

4.1.1. Auxotrophies. .."'343
4.1.2. Besoins azotés et rôle du système protéolytique . . " " ' 348

4.1.3. Les protéases de paroi " " " 349

4.2. Transportdesacidesaminésetdespeptides..... .. '356
4.2.1. Letransport:unenécessitépourlabactérie. ......... 356

4.2.2. Le transport des acides aminés

4.2.3. Le transport des peptides 357

363
363

364
364
372
Jlz

Jtz

374

3tJ

4.4.1. Larégulation de la protéolyse par la source d'azote

chezleslactocoques:Unmodèlederégulationglobale ...... 375

4.4.2. Larégulation de la protéolyse par la source d'azote chez d'autres

bactérieslactiques .........377
4.4.3. D'attres signaux, d'autres régulateurs pour d'autres modèles

derégulation. ......378
4.5. Catabolisme des acides aminés, production de molécules aromatiques

etingénierie. -.--.379
4.5.1. Voies cataboliques impliquées dans la production d'énergie . . . . 379

4.5.2. Voies cataboliques impliquées dans la production de molécules
aromatiques .......382

4.5.3. Ingénierie du catabolisme des acides aminés par les bactéries lactiques
pourlaproductiondemoléculesaromatiques .........392

Métabolismelipidique: lipasesetestérases, synthèseethydrolysed'esters. . -......393

XI

4.2.4. Rôle des différents transporteurs sur la croissance en lait
4.2.5. Conclusions . .

4.3. Peptidases et ingénierie de laprotéolyse . . .

4.3.1. Nomenclature - classification des peptidases . . . .

4.3.2. Peptidases spécifiques d'une espèce .

4.3.2. Localisation cellulaire des peptidases . . . .

4.3.3. Rôle physiologique ettechnologique des peptidases. . . . .

4.3.4. lngénierie de la protéolyse. . .

4.4. Régulation du système protéolytique

=-ù
Êt
-o
a-
o
a-
GoÊ
aËooo
oGc
aJ
I

!
!o
a
J
3).



5.1. Activitésestérasiquesdesbactérieslactiques .......3g4
< 1 1 Côntenu en estérases 1^1

":\i 

#ffi:JË;'ffiili,;;';,;*, 3s7

5.2. Synthèse u".,," nlaffi'" t q""ls sont les paramètres qui font pencher

labalance?." "'397

5.1.3. Rôlesdesestérases' """"398
5.1.4. Ingénieriedelalipolyseetperspectives'''''''''''''399

6. Métabolisme de la paroi et lyse des bactéries lactiques' ' ' ' 399

6.1. Composition' biosynthèse et catabolisme de la paroi" " " " ' 399

5.1.1. Lepeptidoglycane """"'400
6.1.2. Lesacidestéichoïques " " " " " " ' 403

6.1.3. Les polysaccharides de paroi " " " " 407

6.1.4. Lacouches "" "'407

6.2. Autolysin., a"' tu"ieties lactiques et mécanisme de lyse' ' ' ' ' 408

6.2.1. Caractérisation moléculaire des hydrolases du peptidoglycane " " " " ' 409

6.2.2.Mécanismesdelyse"' ':""' ""'413
6.2.3. Condlr.* 

"*irârrementales 
etdéclenchementde lalyse. . . . . . . . " " 415

6.2.4. Conclusion " """4I5
6.3. Lyse et conséquences sur la protéolyse et la formation d'arômes " " " 415

6.3.l. Lalyse des levains dans les f'o*ug"' : état des connaissances " " " " ' 416

6.3.2. Lysedes levains dans les fromageJet impact sur I'affinage ' ' ' ' ' 417

6.3.3. tmpacrJ;i;;fi";g"eraccélérationdelalyse,perspectives... 
...... -. 419

6.3.4. Les questions qui demeurent " " " " 421

6.3-5. Conclusions ' """422

7. Remaniements métaboliques liés aux stress ' ' ' ' ' 423

7.1. Réponse, gene*i"t *x stress : cas des Heat Shock Proteins ' ' ' ' ' ' ' ' ' 423

7.2.Réponsesspécifiques:Lesstressacideetoxydantetleursinteractions.'.....425
7.2.1. Le stress oxYdant ' ' ' 425

7.l.2.Systèm"*d.déf"n,elimitéscontrelesespècesoxygénées......428
7.2. Lestressacide' " ' 429

7.2.1. EÏfetÏoxiquedel'acidelactique" " ' " " " " 429

7.2'2.Lesciblescellulaires "' ""431
7.2.3. RôledesATPases """"'431

T.3.Interactionsentrel'aciditéetl'oxygène""'432
7.4. Remaniements métaboliques liés aux stress' " " " " 432

7.4.1. Voies dépendantes de l'oxygène' " " ' 432

''..4.2. Yoiesindépendantes de l'oxygène " " 434

7.5. Conclusionsetperspectives''' ""436

8. Interactionsmétaboliques""" """'436
8.1. Classification des interactions " " ' 437

g.2. phénomènes djinteraction observés lors de l'élaboration des laits fermentés ' ' ' ' 438

8.2.1, Interactions entre bactéries lactiques thermophiles du yaourt . . . 438

8.2.2. lnleractions entre bactéries lactiques et probiotique: ' ' ' ' ' 440

8.3.Phénomènesd,interactionobservésenfabricationfromagère.'.....,.44|
8.3. 1. lnteractions entre bactéries lactiques protéolytiques

etnonProtéolytiques " " " '442

8.3.2. Interaciions entre bactéries lactiques mésophiles " " " 442

8.3.3. Interactions entre bactéries lactiques et propioniqu"t' . '. 
' ' ' ' ' ' ' 442

g.3.4. lnteractions entre bactéries lactiques et ievures ou moisissures ' ' ' ' ' ' ' ' ' 443

6

o
oo
.9

6
oc
o

I

oJ

0

o:I



=-t
Gl

a
a--!
o-a
coc
!cooo
oco
aJ
I
a

6
a
J
€

Table des matières XIII

8.4. Autres phénomènes d'interaction faisant intervenir des bactéries lactiques . . . . . 444

8.4.1. Interactions lors de la fabrication de la choucroute. ' ' ' ' 444

8.4.2. lnteractions lors de l'élaboration des vins . ' ' ' ' 444

8.4.3. Interactions lors de l'élaboration de lapâte àpain. . ' ' ' ' 446

8.5. Conclusionsetperspectives.. .."'446
9. Conclusions générales et perspectives de recherche sur les bactéries lactiques . . . . . . 447

Réferencesbibliographiques... " ' 449

Chapitre 4

Croissance et propriétés fonctionnelles des bactéries lactiques

(Christophe Monnet, Éric Latrille, Catherine Bëal et Georges Coftieu). " " " ' 512

l. Croissance des bactéries lactiques " " " 512

l.l. Généralités sur la croissance bactérienne. ' ' ' 512

1.2.Méthodesd'évaluationdelacroissance.... ......"513
1.2.1. Dénombrementssurmilieuxgélosés. -... " " 514

1.2.2. Comptagesmicroscopiques.. .""" 517

1.2.3. Microscopiedefluorescence ........518
1.2.4. Cytométrieenflux... ...." 521

1.2.5. Comptageélectronique...... ...... ' 522

1.2.6. Mesuresspectrophotométriques .... - 522

1.2.7. Méthodepondérale. ....--..523
1.2.8. Méthodes basées sur I'analyse des acides nucléiques . . . 523

1.2.9. Autresméthodesdëvaluationdelacroissance.... .... 526

1.3. Facteurs influençant la croissance des bactéries lactiques . . . . 527

1.3.1. Milieu de culture . - - 527

1.3.2. EffetdelatempératureetdupH... .. " " " ' 533

1.3.3. Effetdel'oxygène. ..."'"'534
1.3.4. Naturedumicro-organisme. ....-..'534

1.4. Les cultures mixtes de bactéries lactiques . . . 537

1.4.1. Classificationetcaractérisationdesinteractions .. .... 537

1.4.2. Conséquencesdesinteractionsmicrobiennes ........' 539

1.4.3. Méthodesd'étudedesinteractons.... .......540
1.4.4. Principales interactions intéressant les bactéries lactiques. . . . . . 542

2. Activitéacidifiantedesbactérieslactiques . -....542
2.1. Considérations générales . .. . -... - 542

2.2.Mécanismesetréactiond'acidification.... -...--..543
2.3. Propriétés acidifiantes des bactéries lactiques. . . . . . .546

2.4. Déterminationdel'activitéacidifiante. .....548
2.4.1. Mesure de l'aciditétitrableetdupH .........549
2.4.2. Détermination dynamique de I'activité acidifiante

aveclesystèmeclNAc .....550
2.4.3. Méthodes indirectesde mesure de l'activité acidifiante . . . . . . . . 559

3. Modélisationdelacroissanceetdel'acidification.. ......560
3.1. Méthodesdemodélisation... .....560

' 3.1,1. Modèlesdeconnaissance.... .......561
3.1.2. Modèlesstatistiquesoucboîtenoire>> .......563

3.2. Des modèles pour décrire et comprendre les processus

defermentationlactique ...563

I

I

I



XIV Bactéries lactiques

3.2.1. Le découplage entre la croissance, I'acidification
etl'étatphysiologique . '.....563

3.2.2. La dlnamique de développement des chaînettes de Streptococcus
thermtophilus .......566

3.3. Des modèles pour concevoir des capteurs logiciel intéressant
la fermentation lactique
3.3.1. Le suivi de la fermentation. . . . .

3.3.2. Llaide à la décision d'arrêt de la fermentation. . . . .

3.3.3. Laprédiction de l'instant d'arrêt de la fermentation en production

deyaourtbrassé. .........-572
3.4. Des modèles pour prédire le comportement de bactéries lactiques

enmélange. ..---.574
3.4.1. Détermination des proportions d'un mélange de souches constituant

unferment ........574
3.4.2. Prédiction de la proportion des souches dans une culture mixte

continue " ' 575

4. Autrespropriétésfonctionnelles ....... - 5'76

4.1. Propriétésaromatisantes..... .....576
4.1.1. Diacéryle...... .--.576
4.1.2. Acétaldéhyde. .....581

4.2.Propriétésgazogènes. ... - - 582

4.2.1. Méthodesd'analyse ........583
4.2.2.PrcductiondeCOrparlesbactérieslactiques. ........ 584

4.3. Propriétéstexturantes .....587
4.3.1. Méthodesd'analyse ........588
4.3.2. Amélioration de la texture des produits laitiers par les bactéries

lactiques ... 591

5. Conclusion générale ...592
Réferencesbibliographiques.... ........ - 594

Chapitre 5

Les phages des bactéries lactiques (Alain Chopin, Susana Domingues
et Marie-Christine Chopin) . ... 613

1' Généralités "'614
l.l. Présentation.... ...... -.. 614

1.2. Deux modes de vie : phages et prophages . . - 616

1.3. Structure < mosaiique > et évolution des génomes de phages. . . . . . . . . . 618

1.4. Diversitéetressemblance;classificationdesphages .. -..... 620

2. Lecasdesbactérieslactiques. ......... A2
2.1. Des phages spécifiques pour chaque espèce de bactérie lactique . . . - . . 622

2.1.1. Lesphagesdelactocoques..... .....623
2.1.2. LesphagesdeStreptococcusthermophilus... ........626
2.1.3. Lesphagesdelactobacilles.... .....626

2.2. Biologiedesphagesdebactérieslactiques. .........627
2.2.1. Adsorption et injection de IADN . . . . 628

2.2.2.RéplicationdelADN .......630
2.2.3.Morphogenèse .....630
2.2.4. Lyse cellulaire .. . . . 631

2.2.5. Régulationdel'expression.. ........632

568
568
569

o

f

o
oo
o
o

o

o
J

o

o

@



=-o
c
J

o
oa
o
ta
coc
a
aoo
otè
aJ
I
a

6
aJ
o

Tàble des matières XV

2.2.6. Intégration et excision des phages tempérés ' ' ' 633

3. Mécanismes bactériens de résistance et adaptation des phages ' ' ' ' 634

3.1. AdsorptionduphageetinjectiondeIADN.:.... " " " " ' 635

3.2.rRestriction/Modification... """636
3.3. Les systèmesd'infectionabortive. " " " " ' 631

3.4. Accumulation des mécanismes de résistance. ' " " " 640

3.5. Perteetacquisitiondesmécanismesderésistance..... " " "640
4. Commentlimiterlesnuisancesprovoquéesparlesphages? .... " " " " ' 640

4.1. Au niveau de l'usine . " " ' 641

4.1.1. Limiter la multiplication des phages " " " " ' 641

4.1.2. Limiterl'introductiondenouveauxtypesdephagesdansl'usine .......642
4.2. Auniveau du producteur de levains ' ' " " " 643

4.2.1. Organisation de la distribution de levains ' ' ' ' ' 643

4.2.2. Choixd'un système de levains. " " " 644

4.2.3. Isolement de souches de bactéries lactiques résistantes aux phages. . . . . .644

5. Conclusionsetperspectives.... """'646
Réferences bibliographiques .

Chapitre 6

Production et conservation des ferments lactiques et probiotiques

(Catherine Béa| Michèle Marin, Eloi Fontaine, Fernanda Fonseca

etJean-PhilippeObert) " " " " 661

1. Production de ferments commerciaux ' ' ' 661

1.1. Modesd'ensemencement... ..""662
1.2. Formescommerciales ""'663
1.3. Spécifications des ferments commerciaux ' ' ' 664

1.4. Pratique de l'ensemencement dans l'industrie laitière " " " " 664

1.5. Le marché des ferments lactiques. " " " " ' 665

2. Production de ferments lactiques concentrés. ' ' ' ' 666

2.1. Critères de sélection des ferments " " " " ' 661

2.1.1. Critèresdesécurité. "''""667
2.1.2. Fonctionnalitéstechnologiques..... " " " " 668

2.1.3. Performances. ""'668
2.1.4. Propriétésprobiotiques..... " " ""669
2.1.5. Mise au point des ferments . " " " " 670

2.2.Diagrammegénéraldeproduction " " " " ' 670

2.3. Préparation des milieux de culture. ' 671,r'

2.3.1. Critères de choix des composants du milieu . ' ' 672

2.3.2. Choixdelasourcedecarbone .......673
2.3.3. Choix de la source d'azote . . . 674

2.3.4. Besoinsenvitamines..... ...----..675
2.3.5. Autresbesoinsnutritionnels. ....... - 676

2.3.6. Mélange des composants dumilieu. .........677
2.4. Traitementthermiquedesmilieux '..... -. ' 677

2.4.1. Objectifs.... -...--677
2.4.2. Conséqtencesdutraitementthermique. ......678
2.4.3. Réalisationpratique ........ 678

2'5' Inoculation "" """"'679



XVI Bactéries lactiques

2.5.1. Conservation des souches . . . 679

2.5.2. Contrôledelaqualitédelasoucheinoculum ......... 680

2.5.3. Pipparationd'uneprécultureinoculum. ......680
' 2.5.4. Rdalisationdel'inoculation..... . '..680

2.6. Miseenæuvredelafermentation.. ....'..681
2.6.1. Fermenteursetinstrumentation.... ... -.. -..682
2.6.2. Culture discontinue, oubatch '. . . ... 684

2.6.3. Culturecontinue. ...686
2.6.4. Culturecontinueavecélimination'... ..--...687
2.6.5. Cultuires de cellules immobilisées . . . . 689

2.7. Influencedesconditionsdefermentation .. i.............. 689

2.7.1. Vitessed'agitation ........'690
2.7.2. Températuredefermentation. .......690
2.7.3- ContrôledupHdefermentation.... .. -......692
2.7-4. Typedeneutralisant ........693
2.7.5. Concentrationenacidelactique . -....694
2.7.6. Atmosphère. ..-'..695
2.7.7. Potenliel d'oxydoréduction (redox) . . . 696

2.7.8. Activitédel'eau ....696
2.7.9. Culturespuresouculturesmixtes ?...... .... 698

2.8. Suivi etcontrôlede lafermentation.. ......699
2.8.1. Croissancebactérienne...... '. '. -..699
2.8.2. Consommationdeneutralisant '......700
2.8.3. Conductivitéélectrique... ...'....' 701

2.8.4. Calorimétrie.. .-...702
2.9. Récolteetconcentration.... ..'...703

2.9.1. Instantd'arrêtdelafermentation..... ...'.-.703
2.9.2. Refroidissementetrécoltedes cellules ... -...704
2.9.3. Concentrationetlavageéventueldescellules .........704

3. Stabilisationdes ferments lactiquesconcentrés. -... '... -706

3.1. Principaux mécanismes physiques et biologiques intervenant
lorsde lacongélationetdelalyophilisation . '.......706
3.1.1. Mécanismes physiques intervenant lors de la congélation . - . . . .707
3.1.2. Mécanismes physiques intervenant lors de la sublimation - . . . . ' 709

3.1.3. Mécanismesphysiques lors de ladésorption. ....... - - 710

3.1.4. Dommages cellulairesprovoquésparlacongélation'. .,' ...... 7ll
3.1.5. Dommages cellulairesprovoquésparlalyophilisation. ...... - - 713

3.2. Cryoprotectionetlyoprotectiondesferments .......714
3.2.1. Moléculesprotectrices..... ........715
3.2.2. Mécanismesd'actiondescryoprotecteursetdeslyoprotecteurs.. .......716
3.2.3. Propriétésphysiquesdesmélangesprotecteurs. .......719
3.2.4. Molécules protectrices utilisées chez les bactéries lactiques . . . . 722

Techniquesdecongélation..... ...725
3.3.1. Influence de lavitessede congélation.... ....726
3.3.2. Stabilitéaustockage ........726
3.3.3. Influence des conditions de décongélation . . . .727
3.3.4. Méthodes employées pour la congélation des bactéries lactiques. . . . . . . .728
Lyophilisation..... ......728
3.4.1. Techniquesdelyophilisation ........729

o
o.o

o

o

I

o
J

o

6

3.3.

3.4.



xvll
Table des matières

3.4.2. Influence de la cinétique de congélation

3.4.3. Dessiccations primaire et secondaire : facteurs de maîtrise du temps

de séjour et de la qualité

3.4.4. Stabilité au stockage' '

3.4.5. RéhYdratation

3.5. Techniquesalternativesdestabilisation' ' ' ' " " " ' ' 133

3.5.1.Mécanismesdedénaturationdesmicro-organismeslorsduséchage.....134
3.5.2. Technologiesdedéshydratation" " ' " " " "735

3.5.3. Séchage des bactéries lactiques " " " 736

3.5.4. Microencapsulation des bactéries lactiques' ' ' ' 737

3.6,Effetdesfbcteurs"pe.".i."'surl,aptitudeàlastabilisation.........738
3.6.1. Effet de l'espèce bactérienne " " " " 738

3.6.2. Effetdu milieu de culture' ' ' ' 739

3.6.3. Effet du mode de conduite de la culture ' ' ' ' ' ' 741

3.6.4. Effetde la température de culture ' ' ' ' 741

3.6.5. Effet du pH de culture " " " 741

3.6.6. Effet de l'aération ' ' ' 142

3.6.1. Effeto',rt"àJf i'outionnutritionnelle " ' "" '743

3.6.8. Effet de l'instant d'arrêt de la croissance ' ' ' ' ' ' 743

3.6.9. Effetdesconditionsderefroidissement' ' ' ' ' ' '744

3.6.10.Effet de la concentration des cellules' " " " " 744

3.6.11. Effet de la densité cellulaire' " " " " 745

3.6.l2.Synthèsedesinformations' " " " " '745

3.7. Adaplation des cellules préalablement à la stabilisation " " " '745

3.7.1. Adaptationthermique """'146
3.7.2. AdaPtarronacide' '''746
3.7.3. Adaptatronnutritionnelle"' """"747
3.7.4. Adaprationosmotique """747
3.7.5. AdapÏarionoxydative """'747
3.7.6. Synthèsedesinformations' '""""747

3.8. Conditionnement, stockage, étiquetage et utilisation' " " " " 741

3.8.1. Conditionnement des ferments concentrés ' ' ' ' 748

3.8.2. Étiquetage...' ""'749
3.8.3. Utilisation des f,erments commerciaux " " " ' 750

4. Évaluation de la qualité des ferments' ' ' ' 751

4.1. Contrôle de la qualité microbiologique" " " " " " 
"751

4.2. Microscopiedirecte' """751
4.3. Détermination de la viabilité cellulaire ' ' ' ' ' 752

''t6
4.3.1. Dénombrements surmilieuxsélectifs " " " " tJL

4.3.2. Dosagede I'ATP intracellulaire " " " 754

4.3.3. Mesuredeviabilitéparfluorescence" " ' ' " '754

4.3.4. ImPédancemétrie "'755
4.3.5. Turbidimétrie """156

4.4. Mesure de l'activité acidifiante' ' ' ' ' 756

4.4.1. Acidité titrable et pH-métrie " " " " '156

4.4.2. ActiviteacidifianteclNAc ""'""757
4.4.3. Métabolisme des sucres ' " " 761

4.4.4. Conductimétrie' ""761
4.4.5. Mesure oPtique du PH ' 

1A)

3.6.6. Effet de l'aération

3.6.1. Effetd'une déprivationnutritionnelle ' ' '

730

731

131
/JJ

t

I

=-E
ct
a
f-!
o
t-coc
a
eooo
oso-J
!
a

E-J
o



4.5. Autresactivités '''762
4.5.1. Activitéiaromatisante..... """"'762
4.5.2. Activitéltexturante """"'763
4.5.3. Activité"gazogène. """"'763
4.5.4. Activitéoxydoréductrice.. """"'764

4.6. Stratégies de résistance auxphages des ferments commerciaux . . . . . . . 764

5. Développementsfuturs. """'765
Référencesiibliographiques " " "766

ChaPitre 7

Application des bactéries lactiques lors des fabrications fromagères

(Jean-François Chamba) " " " '781

1. Introduction..... ""'787
2. Les différentes bactéries lactiques utilisées en fromagerie " " " " 788

3. Rôles et propriétés attendues des bactéries lactiques' ' ' ' ' ' 790

3.1. Acidificationetégouuage.... ""'790
3.2. Fermentation des citrates ' ' ' 792

3.3. Productiond'exopolysaccharides '''792
3.4.Protéolyse.... """' "'793
3.5. Lipolyse """"'796
3.6. Interactions: activationetinhibition " " " '797

4. Nature etchoixdesbactérieslactiques selonlestechnologiesfromagères. ...... " '799
4.1. Fromages frais et autres fromages à caractère lactique " " " ' 799

4.2. Fromagesàpâtemolle " " '799
4.3. Lesfromagesàpâtepersilléeoubleus' ' ' ' ' ' 800

4.4. Fromagesàpâtepresséenoncuite " " " " ' 801

4.5. Fromages à pâte pressée cuite. . " " 803

4.6. Fromages à pâte litee et fromages àpizza ' ' ' 804

5. Modalités de préparation et de mise en æuvre des ferments lactiques . . . . . . 805

5.1. Lapropagationdesferments. """805
5.2. Les milieux pour la culture des ferments lactiques ' ' ' 807

5.2.t. Lelait... .........807
5.2.2.Mrilieuxantibactériophageset/ouàhautpouvoirtampon''''''''''''''808

5.3. Lamaîtrisedurisqued'infectionphagique ' " " " " 809

5.3.1. La prévention de I'infection phagique lors de la préparation

desferments """'809
5.3.2. Choixdescultures """"' 810

5.4. I-ensemencement du lait de fromagerie ' ' ' ' ' 8ll
5.4.1. Lesmodalitésd'ensemencement'.. ' "" " " 812

5.4.2.Ladosedefermentlactique """"' 812

6. Conclusionsetperspectives..... """ 813

Référencesbibliographiques.... " " " "' 815

E.o

o
@o
'Ë

o

.9o
I

s
I
.9
.9.

o

@

Index. 823



l;

?i,ïr

I eur importance industrielle et leur potentiel nutritionnel font
I-des bactéries lactiques des agents biologiques très étudiés,faisant
I'objet d'une littérature scientifique abondante.

S'appuyant sur plus de 3 600 références bibliographiques et à jour des

dernières recherches dans le domaine, Boctéries loaiques - De lo génétlque

oux ferments est le premier ouvrage en français à rassembler toutes
les connaissances actuellement disponibles sur le sujet.

Les premiers chapitres traitent des aspects scientifiques des bactéries :

taxonomie, génétique et métabolisme. L'objectif est de proposer
une synthèse actualisée des connaissanèes pour bien connaître les

bactéries lactiques, leur biologie, leur fonctionnement, leur évolution
mais aussi les méthodes d'étude existantes.

L'ouvrage développe ensuite I'utilisation de ces bactéries, notamment
en milieu industriel :

. les propriétés fonctionnelles : fermentation, propriétés acidifiantes,

aromatisantes, gazogènes, texturantes...
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t' , . les phages : ce chapitre offre une connaissance détaillée de ces

virus qui menacent les bactéries lactiques, afin de rationaliser et
d'optimiser la conduite des procédés de fermentation ;

les conditions de production et de conservation des ferments g

commerciaux. Tous les aspects de la production des ferments ;
concentrés sont détaillés : sélection, préparation et traitement .Ï

thermique, fermentation, méthodes de stabilisation ; :
un chapitre entier est plus particulièrement consacré aux applica-

tions dans les fabricationr ;1epnagires.
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Génie et microbiologie des procédés alimentaires (INRA /AgroParisTech).

François-Marie Luquet, docteur ès sciences, ancien directeur du centre
international de recherches Daniel Carasso (groupe Danone), est expert
près la Cour de cassation et la cour d'appel de Paris, et vice-président de
Bio-K+ International (Canada).

Tous les deux ont également coordonné Boctéries
Iactiques et probiotiques, paru chez le même
éditeur en 2005.

, llilltxilllilillil[[[tl


