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Introduction générale

Les bactériocines sont des composés proteiques synthétisés par voie ribosomique, létaux
pour les bactéries apparentées a 1’espéce productrice, cette derniére étant protégée par un
phénomene d'immunité. Le rdle des bactériocines dans les communautés microbiennes n'a pas
encore été bien établi. Les bactériocines peuvent servir de composés anti-compétiteurs
permettant I'invasion d'une souche ou d'une espece dans une communauté microbienne établie
ou agir comme molécules de communication dans les consortiums bactériens tels que les
biofilms. Une fagon de remplacer les antibiotiques de maniére intelligente et durable sera la
sélection de souches bactériocinogenes et anti-pathogénes a partir de micro-organismes

bactériens associés a des animaux pour les utiliser comme probiotiques [1].

Contrairement au milieu terrestre, les organismes marins ont une trés large distribution
géographique. Ils ont dO s’adapter aux différentes conditions écologiques rencontrées.
Schématiquement, ils se répartissent entre le pelagos organismes vivant dans la colonne d’eau
(plancton, poissons, méduses...) et le benthos - organismes vivant sur le fond - fixés comme les

algues ou les coraux, ou libres, comme les crustacés, mollusques ou autres échinodermes®.

Il 'y a beaucoup de bactéries dans I'environnement marin, mais par rapport a celles qui
se trouvent sur terre, seule une petite partie a été utilisée. Le secteur de I'aquaculture est l'un
de ceux qui ont envisagé le potentiel de ces micro-organismes marins comme solution a long

terme aux problémes de maladie [2].

Le milieu marin différe sensiblement des habitats terrestres et d'eau douce en raison de
sa nature exigeante, compétitive et agressive. La densité estimée des bactéries dans I'eau de mer
et les sédiments varie de 10° & 107/mL et 108 -10'%g respectivement [3]. Peu de choses sont
connues sur la diversite des micro-organismes marins. Le nombre d'espéces de
microorganismes est estimé entre 10* -10° et 10° -107[4]. Les bactériocines produites par les
bactéries marines intéressent principalement les chercheurs en raison de leur potentiel en tant
que probiotiques et antibiotiques dans l'industrie des fruits de mer et l'aquaculture marine [5-
6].
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Le but de ce travail est de faire une synthése bibliographique sur les bactériocines
marines et ce en mettant 1’accent sur les différentes méthodes de caractérisation, d’extraction et

de purification qui ont servi a les identifier.

Pour mener a bien notre recherche bibliographique, nous 1’avons structurée en trois

chapitres :

Un premier chapitre ou nous introduisons les bactériocines en général et les
bactériocines marines en particulier.

Dans le deuxieme chapitre nous nous sommes focalisées sur les différentes méthodes de
caractérisation des bactériocines marines.

Nous avons consacré le dernier chapitre aux différentes méthodes d’extraction et de
purification des bactériocines marines.
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Chapitre 1

Généralités sur les bactériocines et les bactériocines

marines

Selon I'Organisation mondiale de la santé (OMS), 1’'un des plus grands risques pour le
développement moderne, la sécurité alimentaire et la santé mondiale est la résistance aux
antibiotiques. De nombreux chercheurs sont a la recherche de nouvelles solutions a ce
probléme. Ils envisagent d’utiliser les bactériocines comme une nouvelle approche
antibactérienne pour résoudre les problemes de multi résistance qui affligent actuellement la

population mondiale [7].
I. Les antibiotiques

Ce sont des substances chimiques considérées comme des métabolites secondaires [8],
produites par les micro-organismes, et qui ont la capacité de détruire (action bactéricide) ou
d'inhiber (action bactériostatique) la croissance d'autres microorganismes [9] ; mais
actuellement, comme se développent des germes résistants aux antibiotiques, ces antibiotiques

ne sont que partiellement efficaces [2].

Il. Les bactériocines

Il est connu et étudié depuis longtemps que les bactéries peuvent interagir de maniere
antagoniste, et I'un des mécanismes utilises par ces derniéres comme stratégies de compétition

est la synthése de bactériocines.

La définition la plus fréquemment reconnue des bactériocines parmi toutes celles
proposées au fil des années est celle de Klaenhammer (1988), qui définit les bactériocines
comme « des protéines, ou complexes de protéines, avec une activité bactéricide contre des

especes proches de la souche productrice. » [10].

Ce sont des substances de nature protéique a action antibactérienne caractérisées par une
toxicite specifique, provoquant un antagonisme spécifique entre les souches ; elles ont une
capacité inhibitrice contre la croissance des espéces proches de la souche productrice afin de

favoriser a cette derniére sa propre croissance au détriment des autres bactéries présentes
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dans le milieu [11], L’effet peut étre soit bactériostatique empéchant la croissance cellulaire,
soit bactéricide avec ou sans lyse cellulaire [8]. Pour se protéger des effets néfastes de la
bactériocine qu'elle produit, la souche productrice synthétise parallelement une protéine
d'immunite [12].

Les bactériocines sont synthétisées par voie ribosomique [13] pendant la fin de la phase
exponentielle et au début de la phase stationnaire de la croissance bactérienne, sachant que
diverses souches ou espéces ayant des capacités de production variable peuvent toutes produire

la méme bactériocine [10].

Elles agissent de maniére défensive, en empéchant I'invasion d'autres souches ouespéces

dans une niche occupée [14].

Souvent, les bactériocines ne sont toxiques qu’a 1’égard des bactéries étroitement
apparentées a la souche productrice [2], donc elles peuvent étre utilisées comme composés
antibactériens hautement spécifiques qui ciblent des pathogenes bactériens spécifiques, c’est ce

qui explique leur spectre d'action qui est relativement étroit [15].

En fonction de leur taille, de leur cible microbienne, de leur mode d'action, de leur
libération et de leurs mécanismes immunitaires, les bactériocines sont généralement étudiées
sur la base de la désignation Gram de leurs espéces productrices, elles peuvent étre divisées
en deux types y compris les bactériocines des bactéries a Gram négatif et Gram positif [14, 8].
Il existe quatre principaux types de bactériocines produites par des bactéries a Gram négatif, a
savoir : les colicines, les bacteriocines colicin-like, les microcines, et les bacteriocines phage
tail-like; tandis que quatre grandes classes constituent les bactériocines produites par les
bactéries a Gram positif: Class I, Class Il, Class Il et Class IV [14]. De plus, quelques
bactériocines d’Archaea, appelées archéocines, ont également été caractérisées, a ce jour seul
les halocines des halobactéries et les sulfolobiocines du genre Sulfolobus ont été identifiées
[16].

Certaines bactéries produisent des toxines non entiérement caractérisées qui ont des
propriétés semblables a celles des bactériocines ; ces toxines sont connues sous le nom de

substances inhibitrices de type bactériocine ou BLIS [17].

Plusieurs études ont révélé que les bactériocines présentent des avantages
supplémentaires par rapport aux antibiotiques, on pense que ces peptides antimicrobiensoffrent

une meilleure protection grace a I’absence d'effets secondaires indésirables [8].
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I11. Les bactériocines marines

A partir de micro-organismes marins, une variété de peptides antimicrobiens dont les
bactériocines et les BLIS ont été isolées, elles partagent cependant certaines similitudes avec
les bactériocines des bactéries et des archées. Il peut s'agir de petits peptides (5-10 kDa) ou ils

peuvent également étre de plus grande taille (10-90 kDa) [17].

Les chercheurs s'intéressent principalement aux bactériocines produites par les bactéries
marines car elles ont le potentiel d'étre utilisées comme probiotiques et antibiotiques dans
I'industrie des produits de la mer et I'aquaculture marine [14].

Les bactériocines marines sont produites par les principaux genres de bactéries marinessuivants

Aeromonas, Burkholderia, Photobacterium, Bacillus, Pseudomonas, Serratia,
Stenotrophomonas, Carnobacterium, Lactococcus, Streptomyces, Pseudoalteromonas,
Enterococcus, Pediococcus, ainsi que certaines archées [15].

IVV. Sources des bactériocines

L’isolement de bactéries productrices de bactériocines pourrait se faire a partir de
diverses sources, y compris les environnements marins. Les bactéries marines et les souches
qui composent les communautés microbiennes des sédiments sont parmi les producteurs les

plus importants de bactériocines marines [15].

La premiere bactériocine marine « harveycine » a été isolée de Vibrio harveyi
(anciennement Beneckea harveyi) apres criblage de 795 souches isolées prés de ITle de

Galveston au Texas [14].

De nombreuses recherches visant a caractériser biochimiquement de nouvelles
bactériocines et substances de type bactériocines (BLIS) ont été lancées a la suite de la

découverte de I'harveycine [14, 15].

Le genre Bacillus contient plus de 300 espéces dont de nombreuses espéces sont des
producteurs intéressants de substances antimicrobiennes telles que les bactériocines ou les
substances de type bactériocine (BLIS) [18]. Il a été rapporté récemment qu'un isolat producteur
de bactériocine, Bacillus sp. Sh10, obtenu a partir de la palourde (Paphia textile) présente un
large spectre d'activité contre divers agents pathogenes [19]. Une autre espéce, Bacillus

velezensis BS2 isolée d'un fruit de mer coréen (Meongge Jeotgal), productrice de
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bactériocine marine inhibe fortement Listeria monocytogenes et Bacillus cereus [18]. Les
souches Bacillus subtilis font aussi partie des souches productrices de nombreuses bactériocines
telles que la subtilomycine, elles sont isolées de plusieurs éponges marines peu profondes et

profondes [2].

Certaines bactéries des genres Aeromonas, Alteromonas et Vibrio, résidant dans la mer

ou I’océan, ont un effet bactéricide sur les bactéries résistantes en produisant des bactériocines

8.

Environ 46 souches bactériennes des genres Aeromonas, Burkholderia,
Photobacterium, Bacillus, Pseudomonas, Serratia et Stenotrophomonas, ayant une activité
antimicrobienne ont été trouvees lors du dépistage antimicrobien de 258 souches bactériennes
provenant de I'eau et des sédiments de la péninsule du Yucatan. Environ 50% de cette activité
antimicrobienne a été attribuée aux bactériocines ou aux BLIS [14].
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Chapitre 2

Méthodes de caractérisation des bactériocines marine

Selon une étude sur des bactéries isolées du port de Sydney en Australie, environ 10 %
des bactéries marines fixées a la surface ont une activité antibactérienne [21]. Des substances
protéiques comme les bactériocines ou les BLIS ont été mises en cause pour cette activité
inhibitrice, selon le traitement a la protéinase k. Une bactériocine thermostable nommée BL8

extraite de Bacillus licheniformis dans un sédiment marin en est un exemple [22].

Certaines bactéries, notamment celles du tube digestif ichtyen comme celui du saumon
de I’Atlantique (Salmo salar L.), produisent des substances inhibitrices qui empéchent des
pathogénes potentiels de coloniser les poissons [23,24]. Vibrio sp souche NM10 isolée de
I'intestin d'un poisson pony tacheté produit une substance antibactérienne thermolabile et de
nature protéique, d'une masse moléculaire inférieure a 5 kDa, probablement une bactériocine
ou une BLIS [25]. Dans une autre étude, 28 isolats soit 2,7 % des 1 055 bactéries intestinales
isolées de sept poissons cotiers au Japon pourraient inhiber la croissance de 1’espéce pathogéne

des poissons V. vulnificus [26].

15 isolats, dont 11 membres de Vibrionaceae, 3 corynéformes et 1 souche de Bacillus
NM 12 (cette derniere présentant I'activité antimicrobienne la plus prononcée), ont montré une
inhibition marquée. La croissance de 227 des 363 (62,5 % du total) isolats bactériens intestinaux
de 7 poissons a été inhibée par un sidérophore thermolabile dont le poids moléculaire est
inférieur a 5 kDa [27]. Une souche BTSS3 de Bacillus amyloliquefaciens qui produit une
bactériocine thermostable et tolérante au pH a également été découverte dans l'intestin d'un

requin des grands fonds [14].

Le tableau suivant illustre quelques bactériocines marines caractérisées ainsi que leurs

sources :
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Bactériocine Souche Masse Souches cibles Sources
productrice moléculaire
Lactobacillus,
Carnocin U149 | Carnobacterium sp 4.5-5kDa Lactococcus, Poisson
Pediococcus,
Carnobacterium
Divergicin M35 | Carnobacterium ~4.5kDa Carnobacterium, Moules  fumeées
divergens Listeria dans la glace.
M35
Listeria,
Staphylococcus,
Enterocin B like | Enterococcus Bacillus, Non fermenté
BLIS faecium ALP7 <6.5kDa Enterococcus, Fruits de mer
Lactobacillus,
Lactococcus,
Leukonostoc
Bacillus,
Staphylococcus,
BLIS Lactobacillus lactis | 94kDa Enterococcus, E.coli, | Echantillon de
Pseudomonas, sédiment
Shigella
BLIS Vibrio sp <5kDa Bacillus sp., Vibrio | Poisson poney a
sp. nuque tachetée
Pseudomonas sp.
Bacteriocin Bacillus sp. NM12 | Sidérophore Pathogenes des | Poissons cotiers
<5kDa poissons
Lactobacillus,
Carnobacterium Listeria,
Piscicocin V1a | pisciocola V1 4.4kDa Enterococcus, Poisson

Pediococcus,

Carnobacterium

Tableau [1]: Quelques bactériocines marines caractérisées et leurs sources [14].
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Les bactériocines sont genéralement classées en combinant divers critéres. Les
principaux étant la famille bactérienne productrice, la masse moléculaire et enfin les

homologies de séquences en acides aminés et/ou I’organisation des groupes de genes [1].
|. Effet de la température et du pH :

Les plages de pH et de température testées sont choisies en fonction des niveaux
habituels que I'on retrouve dans les aliments et lors de leurs procédés de transformation. Les
surnageants stériles ont été ajustés a différentes valeurs de pH (2, 4, 6, 7, 8,9, 10 et 12) avec du
NaOH ou du HCI 2N stérile, puis incubés a 37 °C pendant deux heures pour déterminer l'activité
des bactériocines a chaque niveau de pH. Avant de mesurer 1’activité antibactérienne, les
échantillons traités ont été neutralisés a pH 6. Des solutions tampons a 100 mM ont été utilisées

comme témoins [29].

Pour évaluer la thermostabilité, des aliquotes de surnageants stériles ont été chauffés a
60 °C, 80 °C, 100 °C pendant 15 min /30 min, et 121 °C/15 min, puis immédiatement
refroidis afin de tester leur activité antibactérienne. L'effet des températures de réfrigération

(4 °C) et de congélation (-20 °C) sur la stabilité de la bactériocine a également été évalué.

Les surnageants stériles des 38 souches de Lactococcus lactis ssp. lactis isolées de
tractus gastro-intestinal des poisson cotiers : sardine (Sardina pilchardus) et bogue (Boops
boops) ont subi ces différents traitements afin de déterminer leur stabilité vis-a-vis des

différents pH et températures [29].
. Effet des enzymes

Pour confirmer la nature protéique des substances antibactériennes, leur sensibilité aux
enzymes protéolytiques est testée. Des aliquotes de bactériocine purifiée sont traitées avec les
enzymes suivantes : protéinase K, chymotrypsine, trypsine, pepsine, a-amylase et catalase a 1

mg/mL et incubées a 30 °C pendant 2 heures [30].

La bactériocine produite par L. murinus AUO0G6, isolée des seédiments marins de la cote
de Parangipettai, est devenue complétement inactive apres son traitement a la protéinase K,

chymotrypsine, trypsine et pepsine confirmant ainsi sa nature protéique [30].
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I11. L'effet des agents de tensioactifs :

Pour tester I'effet des tensioactifs sur l'activité des bactériocines, le sodium dodécyl
sulfate 1% (SDS), Tween 20, Tween 80, urée, Triton X-114 et Triton X-100 ont été ajoutés
séparément a la bactériocine purifiée. Une bactériocine non traitée est utilisée comme témoin
et son activité correspond & 100 %. Toutes les bactériocines traitées et non traitées (témoins)
sont incubees a 37 ° C puis testée pour leur activité antimicrobienne [30].

IV. Testd'activité antibactérienne

La méthode des puits est utilisée pour détecter l'activité antimicrobienne de la
bactériocine purifiée contre différentes souches indicatrices [31]. Pour ce faire, un volume de
100 pL de bactériocine purifiée est déposé dans des puits de 5 mm de diamétre creusés dans
des plaques gélose préalablement ensemencées avec 100 pL de souche indicatrice contenant
2*10% UFC/MI. Le tout est mis a 4 ° C pour une meilleure diffusion de 1’agent antibactérienne
puis incubé pendant 24h a 37 ° C [32].

V. Détermination De la masse moléculaire en SDS-PAGE :

Par électrophorese sur gel de polyacrylamide en présence de sodium dodécyl sulfate a
différents pourcentages, la masse moléculaire des bactériocines peut étre déterminée en utilisant
différent marqueurs de taille. La masse moléculaire de la bactériocine produite par lactobacillus
lactis isolée d’un environnement marin a pu ainsi étre estimée a 94 kDa par SDS-PAGE a 15%

et en se servant de marqueurs de taille comprise entre 29 et 200 kDa [33].
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Chapitre 3

Méthodes d’extraction et de purification des bactériocines
marine

La production des bactériocines marines commence par une culture des bactéries
productrices dans les conditions de croissance optimales, des tests d’activité sont ensuite
réalisés contre des bactéries pathogenes afin de préparer les prochaines étapes qui sont assez
importantes a savoir I’extraction et la purification [37].

I.  L’extraction

C’est une technique qui sert a extraire un ou plusieurs composés a partir d’un mélange
initial d’une maniére sélective et le/les transférer d’une phase liquide ou solide a une autre phase
liquide [35].

L’extraction des bactériocines consiste a réaliser une séparation des cellules du milieu
de culture, par centrifugation entre 8 000 et 15 000 rpm pendant 15 a 20 min a 4 °C ; le
surnageant ainsi obtenu est ajusté a un pH compris entre 6 et 7 en utilisant du NaOH a 1 mol/L.

Le surnageant ajusté est considéré comme bactériocine brute [30, 33, 34].
1. Précipitation au sulfate d’ammonium

La suite de I’extraction se fait soit par solvants organiques soit par précipitation au
sulfate d'ammonium, ce dernier précipite la bactériocine brute avec une saturation pouvant aller
jusqu’a 80%, une dialyse contre du tampon phosphate 20 mM & pH 7 pendant 12 heuresa 4 °C
est nécessaire afin d’éliminer le sel ayant servi a la précipitation pour qu’il n’interfére pas lors

des prochaines étapes [33].

Une activité antibactérienne importante contre certains agents pathogenes a été
enregistrée chez Lactobacillus lactis isolée a partir des sédiments marins (port de Chennai dans
le golfe du Bengale). Les échantillons de sediments ont été conserves a faible température (4
°C) jusqu’a utilisation. Le surnageant de culture considéré comme bactériocinebrute a été saturé
au sulfate d'ammonium a 80 % puis précipité et dialysé contre du tampon phosphate 20 mM pH
7 pendant 12 h a 4 °C [33].

2. Extraction aux solvants organiques

L’extraction par solvants organiques repose sur le passage de la substance a extraire

dans un solvant par solubilisation [35].

11



Chapitre 3 Meéthodes d’extraction et de purification des bactériocines marine

Elle consiste a mélanger le surnageant de culture avec une résine Diaion HP-20 4 1 %
(m/v), le mélange ainsi obtenu est mis sous agitation a 30 °C et 200 tr/min pendant 2 h. Pour
éliminer les protéines non spécifiques et celles faiblement liées la résine est lavée avec du
méthanol a 10 %. L’élution de la bactériocine se fait avec du méthanol a 100 % qui sera par la
suite évaporé a l'aide d'un Rotavapor R-200, le contenu peptidique séché obtenu est dissous
dans de I'eau Milli-Q [34].

Il. Lapurification

C’est I’étape qui peut suivre directement 1’extraction, elle comprend différents types

de chromatographies :
1. Chromatographie échangeuse d'ions

Elle permet de séparer différents constituants en fonction de leur charge électrique,
quelles que soient leurs tailles : acides aminés, peptides, protéines, etc. (5). La phase
stationnaire de cette chromatographie est constituée d’une résine chargée soit positivement
(chromatographie échangeuse d'anions) soit chargée négativement (chromatographie

échangeuse de cations) [35, 36] selon la figure suivante :

Résine échangeuse de cations (cationique):  Résine échangeuse d'anions (anionigue) :
groupemant NEGATIF groupament POSITIF
li par covalencs au support lié par covalence au support
—— G X ———G'X
conire-ion dchangeabls conlre-ion échangeable

Figure 1 : Chromatographie échangeuse d’ions
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1.1. Chromatographie échangeuse d’anions DEAE

Elle est effectuée sur une résine échangeuse d’anions de type diéthylaminoéthyl-
cellulose (DEAE-Cellulose), les extraits protéiques obtenus sont appliqués sur une colonne
DEAE-Cellulose [30, 33], prealablement équilibrée avec du tampon Tris/HCI 0,1 mol/L a pH
9 ou du tampon phosphate 20 mM a pH 7. L’élution des protéines liées se fait soit par gradient
croissant de NaCl de 0 & 1 mol/L soit par gradient de molarité croissante en tampon phosphate
associé a un gradient décroissant de pH a température ambiante (environ 25 °C).
Ledébit d’¢lution est ajusté a 24 mL/h, les fractions recueillies et présentant une forte activité

bactériocine sont regroupeées et concentrées dans un lyophilisateur [30,33].

La bactériocine produite par Lactobacillus lactis, isolée a partir d’un environnement
marin, a été separée par une chromatographie échangeuse d'anions sur une colonne DEAE-
Cellulose A-50 de 20 mm de diametre et 60 mm de longueur. Aprés lavage de la colonne avec
3 fois son volume en tampon phosphate 20 mM a pH 7, les protéines liées ont été éluées par

gradient de molarité croissante en tampon phosphate et par gradient de pH décroissant [33].

1.2. Chromatographie échangeuse de cations

Le surnageant extrait de la culture de Bacillus sonorensis MT93 a été chargé sur une
colonne échangeuse de cations de type SP Sepharose pré-équilibrée avec du tampon phosphate
10 mM a pH 7,2 ; cette colonne a été connectée a un systéme de chromatographie AKTA
Explorer. L’¢lution a été réalisé par gradient de NaCl (0- 1 M) et les fractions actives obtenues

sont concentrées par lyophilisation [33].

2. Chromatographie d’exclusion sur Séphadex G-25 et Séphadex G-75

C’est en fonction de la taille, la forme et de la masse moléculaire du composé a
séparer que la chromatographie d'exclusion permet la séparation des constituants et cela a
travers une phase stationnaire sous forme de gel qui pourrait étre de type Séphadex, Séphacryl,
etc. [36]. Un exemple de séparation par chromatographie d’exclusion sur séphadex G-25 et G-

75 est illustré ci-dessous :
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. Grosses molécules
exclues

"= Petites molecules
inciuses

- Gronules de gel =~

Figure 2 : Chromatographie d'exclusion. Schema du "trajet " emprunté par des substances de

masses moléculaires différentes.

Une chromatographie d’exclusion sur gel de Séphadex G-75 a été utilisée pour séparer
les fractions actives, regroupées et concentrées, obtenues apres chromatographie échangeuse
d’anions du précipité du surnageant de culture de Lactobacillus murinus AUO6 isolée a partir
de sédiments marins. La colonne de Sephadex G-75 est équilibrée avec du tampon Tris-HCI 0,1
mol/L & pH 9 et I’élution est effectuée avec le méme tampon a un débit de 0,5 mL/min.Les

fractions éluées sont ensuite testées pour leur activité bactériocine [30].

Un autre exemple de separation par chromatographie d’exclusion est celui des fractions
concentrées et lyophilisées obtenues a partir du surnageant de culture de Bacillus sonorensis
MT93 (un nouvel isolat marin); ces dernieres sont injectées sur une colonne de Sephadex G-25
connectée a un AKTA Explorer préalablement équilibrée avec du tampon phosphate a 20 mM
(ph 7,2) contenant 20 mM de NaCl. L'élution est effectuée avec le méme tampon d’équilibrage
a un débit de 0,3 mL/min et suivie par un détecteur UV a 220 nm [34].
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3. Chromatographie liquide a haute performance en phase inverse (RP-HPLC)

L’HPLC en phase inverse est une technique de séparation analytique tres générale qui
consiste a séparerles molécules d’un échantillon par partage entre une phase mobile et une phase

stationnaire [36]. Le schéma ci-dessous illustre son fonctionnement :

Phase mobile RESERVOIR
DE
SOLVANT
v I A S .
SYSTEME DE| _ |APPAREIL POUR GRADIENT |
POMPAGE _—'L OU_MICROPROCESSEUR |

N ] T ks

| e | Echantillon fo e S S

s
| AUTOMATIQUE ———— | INJECTEUR | — — | DISPOSITIF D'INJECTION |
AUTOMATIQUE !

| =
ITHERMOREGULATION [~~~  COLONNE |=———— Phase stationnaire
b -

___________ h 4 e o Hmi
i , 3 1 1 TTRAITEMENT |
| THERMOREGULATION |- — {  DETECTEUR (- — -] INTEGRATEUR - tes!
ST 1 b i o e | e ZONNERS,

T s e 1
J_______ , COLLECTEUR |
- I
I
LD _FRACTIONS)

ENREGISTREUR

Figure 3 : Schéma général de 1’appareillage utilisé en HPLC en phase inverse.

Les fractions actives issues d’une chromatographie échangeuse d’ions ou d’exclusion
sont injectées sur une HPLC en phase inverse (RP) (colonne semi-préparative Spherisorb
S100DS2 de Waters de 20 par 250 mm) équilibrée avec de 1’acétonitrile & 5% (ACN)- acide
trifluoroacétique a 0,1% (TFA)-eau. C’est le cas des fractions actives obtenues apres
chromatographie d’exclusion sur gel de Séphadex G-25 de I’extrait antibactérien du surnageant
de culture de la souche Bacillus sonorensis MT93. L’¢lution se fait par un gradientlinéaire et
croissant en ACN allant de 10% a 60% (vol/vol) pendant 30 min a un débit de 5 mL/min.
L’absorbance est mesurée a 220 nm et le pic présentant une activité antibactérienne correspond

a la bactériocine pure [34].
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Conclusion générale

Cette recherche bibliographique avait pour but d’apporter une contribution a une
meilleure compréhension sur les méthodes de caractérisation, d’extraction et de purification des

bactériocines marines.

Le but principal de cette étude est de trouver une réponse a la question principale
suivante : « Qu’elles sont les différentes méthodes de caractérisation, d’extraction et de

purification des bactériocines marines » ?

Afin de mieux répondre a cette question, une synthese du peu d’articles dont dispose
la bibliographie nous a permis de mettre la lumiére sur les différentes méthodes utilisées pour
caractériser les bactériocines marines en allant de 1’é¢tude de I’effet du pH, température et
enzymes aux effets des tensioactifs. Les résultats de la caractérisation permettent d’orienter les
méthodes d’extraction et de purification selon la taille, la charge, la stabilité et la polarité des

bactériocines étudiées.

Toutefois, cette recherche bibliographique pourrait étre complétée et poursuivie a long
terme en vue de l'importance de ce genre de substances, et les résultats obtenus suggeérent de
possibles voies de recherches supplémentaires a améliorer pour une étude plus approfondie sur

le probléeme de mortalité des larves de poissons que le monde rencontre actuellement.
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Résumé

Les milieux aquatiques composent la grande partie de la surface terrestre
et les microorganismes qu’ils renferment offrent une mine d’or de ressources en

substances antimicrobiennes qui font partie intégrante de notre écosysteme.

Pour bien exploiter ces composés, les recherches récentes s’intéressent

de plus en plus a ces substances bioactives appelées bactériocines marines.

Cette recherche bibliographique avait pour objectif de cerner les
méthodes de caractérisation, d’extraction et de purification utilisées pour

I’identification des bactériocines marines.
Mots clés

Bactériocines marines ; Extraction ; purification ; caractérisation

Abstract

Aquatic environments make up most of the earth's surface and the
microorganisms they contain provide a goldmine of resources for antimicrobial
substances that are an integral part to our ecosystem.

In order to make good use of these compounds, recent research is
increasingly focusing on these bioactive substances called marine bacteriocins.

The objective of this literature review was to discern the
characterisation, extraction and purification methods used for the identification

of marine bacteriocins.
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