Cisse etal. J. Appl. Biosci. 2016 Influence des substrats carbonés et minéraux sur I'activité des BLIS
produites par des souches de Bacillus isolées a partir d’aliments fermentés au Burkina Faso

Journal of Applied Biosciences 106:10236 -10248

ISSN 1997-5902

Influence des substrats carbonés et minéraux sur 'activité
des substances BLIS (Bacteriocin-Like Inhibitory
Substances) produites par des souches de Bacillus isolées
a partir d’aliments fermentés au Burkina Faso

Hama CISSE, Aly SAVADOGO, Essodolom TAALE, Frangois TAPSOBA, Flibert GUIRA, Cheikna
ZONGO, Yves TRAORE

Laboratoire de Biochimie et Inmunologie Appliquée (LaBIA). UFR/SVT, Université Ouaga | Pr Joseph KI-ZERBO, 03 BP
7021 Ouagadougou 03, Burkina Faso.

Corresponding author: Savadogo Aly, e-mail: alysavadogo@gmail.com

Original submitted in on 10t September 2016. Published online at www.m.elewa.org on 31st October 2016
http://dx.doi.org/10.4314/jab.v106i1.3

RESUME

Objectif : La présente étude a porté sur les souches de Bacillus productrices de substances inhibitrices (BLIS)
isolées a partir d’échantillons de Soumbala, Bikalga, Attieké et Maari au Burkina Faso.

Méthodologie et résultats : La diffusion sur gélose a été utilisée pour détecter la production de BLIS. L'influence
des substrats (carbonés, minéraux) sur la production de BLIS et leur thermostabilité ont été étudiées. Les tests
morphologiques et biochimiques montrent que les souches appartiennent au genre Bacillus. Parmiles souches
isolées, 11 produisent des BLIS avec des inhibitions variant de 07,90 + 0,14 mm (ABg) a 16,50 £ 0,71 mm
(AB7) a l'encontre de Micrococcus luteus. La souche et la concentration en substrat influencent
significativement cette production (p < 0,0001). Les BLIS étudiées ont été stables aux traitements thermiques
variant de 50°C a 100 °C pendant 30 min.

Conclusion et application : Ces BLIS produites pourraient donc étre des bactériocines et pourraient contribuer a
une meilleure conservation des aliments.

Mots clés : Aliments fermentés, Bacillus, substances inhibitrices, diametre d'inhibition, Micrococcus luteus.

Influence of carbon and inorganic substrates on the activity of BLIS (bacteriocin-Like Inhibitory
Substances) produced by Bacillus strains isolated from fermented foods in Burkina Faso

ABSTRACT

Objective: This study focused on production of inhibitory substances (BLIS) by Bacillus strains isolated from
fermented foods (Soumbala, Bikalga, Attieke and Maari) in Burkina Faso.

Methods and results: The agar diffusion method through the well was used to detect the BLIS production. The
influence of the substrates (carbon, minerals) on production BLIS and their thermostability were studied. The
morphological and biochemical tests studied strains showed that these strains belong to the Bacillus genus.
Eleven strains have revealed producing BLIS with the inhibition from 16.50 + 0.71 mm for the AB7 strain to
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07.90 + 0.14 mm for the strain ABg. The strain and the substrate concentration significantly influence this
production (p < 0.0001). BLIS were stable to heat treatment ranging from 50 °C to 100 °C for 30 min.
Conclusion and application of findings: These inhibitory substances produced, could be bacteriocins and could

contribute to a better food preservation.

Key words: Fermented food, Bacillus, inhibitory substance, inhibition diameter, Micrococcus luteus.

INTRODUCTION

Depuis des millénaires, certaines bactéries ou leurs
métabolites étaient utilisés de fagon empirique par
de nombreuses populations pour conserver des
aliments a travers leurs fermentations (Taalé et al.,
2016). La conservation des aliments constitue un
probléme majeur, surtout dans le secteur alimentaire
acause des problémes d'ordre microbiologique. Les
moyens de lutte employés contre ces agents
pathogenes se limitaient les années écoulées aux
additifs chimiques tels que le sel, les nitrates et les
sorbates. Cependant, des nouvelles tendances du
marché montrent une réticence des consommateurs
pour les additifs chimiques en raison de leur possible
action carcinogéne, tératogéne et allergogéne et
d’'une forte toxicité résiduelle (Boumediene, 2013).
C'est dans cette démarche que des investigations se
sont orientées vers [utilisation des peptides
antibactériens pour réduire de fagon considérable la
présence de germes indésirables et nuisibles, sans
modifier les propriétés organoleptiques du produit
(Landman and Quévrain, 2016; Verma et al., 2014).
En effet, les bactéries peuvent produire des
substances antimicrobiennes telles que des acides
organiques, de lacide lactique, des peroxydes
d’hydrogéne, du CO; et des bactériocines durant la
fermentation des aliments. Ces métabolites
permettent a ces bactéries de survivre dans le milieu
en inhibant la croissance des autres germes. Parmi
ces métabolites, les bactériocines sont les plus
étudiées et les plus connues. D'aprés Klaenhammer
(1988), les bactériocines sont des protéines ou
complexes de protéines produites par des bactéries
par voie ribosomale, douées d'une activité
bactéricide ou bactériostatique contre des souches
phylogénétiquement proches de la souche
productrice. Les bactériocines sont produites par les
bactéries a Gram positif, des bactéries a Gram
négatif et des Archaea bactéries (Verma et al.,
2014). Les bactériocines pourraient étre des
bioconservateurs alimentaires intéressants a

I'échelle industrielle du fait de leur thermostabilité, de
leur spectre d’activité relativement étroit ou large,
I'absence de toxicité pour les cellules eucaryotes et
la perte d'activitt en présence des protéases
présentes dans le tube digestif. En plus de I'effet
protecteur de ces molécules, la découverte des
bactériocines donne un élan pour le développement
des aliments de meilleures qualités (Anas, 2013).
Durant la derniére décennie, de nombreux travaux
se sont intéressés aux bactériocines produites par
des Bacillus, en raison de leur potentiel utilisation
dans le secteur alimentaire et sanitaire (Kivang et al.,
2014). Par ailleurs, le champ des investigations s'est
largement concentré sur ces bactériocines, en raison
de leur intégration dans les produits & usage
quotidien comme les pates dentifrices (le rince-
bouche BLIS K12) et dans les applications
thérapeutiques potentielles en inhibant des souches
résistantes comme les MRSA (Methicillin-Resistant
Staphylococcus Aureus) (Anas et al., 2012 ; Kivang
et al., 2014, Pierre et al., 2015). Au Burkina Faso,
des études ont confirmé que des espéeces de
Bacillus isolées du Soumbala ont un large potentiel
de production de substances a activités
antimicrobiennes permettant la bonne conservation
du Soumbala (Compaoré et al., 2013 ; Savadogo et
al., 2011; Taalé, 2016). Le Bikalga, le Maari et le
Soumbala sont des condiments obtenus par
fermentation naturelle et alcaline respectivement des
graines du néré (Parkia biglobosa) ou du Soja, des
graines de roselle (Hibiscus sabdariffa) et des
graines de baobab (Adansonia digitata L). Ces
condiments sont bien connus dans plusieurs pays
d'Afriqgue de I'Ouest et de [I'Afrique Centrale.
L’Attiéké est le résultat d’'un long processus de
transformations physiques et biologiques du manioc
(Manihat esculenta Grantz) et typique a la Cote
d’lvoire. Cependant, tres peu de données sont
disponibles sur linfluence de certains paramétres
sur la production et I'activité de ces substances
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inhibitrices produites. C'est fort de ce constat que
cette étude vise a étudier I'influence du glucose, de
I'extrait de levure et des ions (Ca2*, Mn2*, Mg2*) sur
la production de substances inhibitrices et la

MATERIEL ET METHODES

Matériel Biologique : L'étude a porté sur cinquante (50)
souches bactériennes isolées & partir des aliments
fermentés collectés auprés des revendeuses de la ville

thermostabilitt des substances produites afin
d’apporter de nouvelles données dans la recherche
d'alternatives aux additifs chimiques.

de Ouagadougou. Micrococcus luteus LMG3293 a été
utilisée comme souche indicatrice. La répartition et les
codes de souches est faite dans le Tableau 1.

Tableau 1: Origine et code des souches bactériennes sélectionnées et étudiées

Origine Code des souches bactériennes Nombre
Soumbala de néré | SY1, SY2, SY3, SY4, SYs, SYs, SY7, SYs, SYo, SY1o, SY11, SY12, SY13, SY14, 15
SYi1s

Soumbala de soja | SSy, SSy, SS3, SS4, SSs, SSe 06

Bikalga BB+, BBy, BBs, BB4, BBs, BBs, BB7, BBs, BBy, BB1o, BB+, BB12 12

Maarri MB+, MBy, MB3, MB4, MBs, MBs, MB7, MBs, MBy 09

Attiéké AB1, ABy, ABs, AB4, ABs, ABg, AB7, ABg 08

Total:

50

Isolement des souches : 10 g de chaque aliment ont été
pesé aseptiquement et place dans 90 ml deau
physiologique constituant la solution mére et des dilutions
en cascades ont été réalisées jusqu’a 10. Le milieu PCA
a servi de milieu d'isolement et 'ensemencement a été
effectué par étalement. Les boites ont été incubées a 37
°C pendant 24 heures. Des colonies bien isolées ont été
sélectionnées. Les souches ont été purifiées suites a trois
repiquages successifs dans chacun des milieux
(Trypticase Soja Broth et Trypticase Soja Agar). Les
souches ont été conservées dans du bouillon cceur-
cervelle supplément de glycérol a 15% et conservées a
+4 °C aprés une incubation de 24 heures a 37 °C.
Caractérisation biochimique, physiologique et essais
taxonomique : L'examen microscopique (la forme, le
mode de regroupement et la mobilité des cellules), la
coloration de Gram, le test de catalase (Leyral and
Vierling, 2007), d’'oxydase (Joffin and Leyral, 2006) et de
sporulation (Carr et al, 2002) ont été réalisés. Le
métabolisme de l'urée, du citrate, la production d'indole,
d’'acétoine, de gaz, du H,S et I'affiliation des souches aux
genres Bacillus ont été réalisés selon la méthode du
Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology.

Mise en évidence de [activité antimicrobienne
substances produites par les souches de Bacillus :
La méthode de diffusion sur gélose par les puits (Tagg
and Mc Given, 1971) a été utilisée pour détecter les
souches présentant une activité antibactérienne a

I'encontre de Micrococcus luteus LMG3293. Chaque
souche a été cultivée dans du bouillon nutritif & 37 °C
pendant 24 heures. Les cultures bactériennes ont été
centrifugées a 6000 rpm pendant 15 minutes a 4 °C. Les
surnageants ont été recueillis et leur pH ajusté a 6,5 avec
du NaOH 1N ou HCI 1 N en utilisant le pH-métre de type
WTW 340. Une culture de Micrococcus luteus a été
ensemencée par inondation sur des boites de Pétri
contenant de la gélose nutritive. Quatre (04) puits de
diamétre 6 mm ont été réalisés sur chaque boite de Pétri
al'aide de pipettes pasteur stérilisées. Chaque puits a été
rempli de 50 pl du surnageant de la culture bactérienne.
Le puits témoin a été rempli avec 50 ul de glycérol stérile
(cryo-conservateur). Les boites ont été laissées pendant
1 heure a la température ambiante pour permettre la
diffusion du surnageant puis incubées a 37 °C pendant
16 heures & 24 heures. Les diametres d'inhibitions
matérialisés par l'apparition d’halo claire autour de
chaque puits ont été mesurés. Puis la moyenne a été
faite (moyenne de deux diamétres perpendiculaires).
Seules les souches dont les substances inhibitrices ont
présenté un diametre d'inhibition supérieure ou égale a 1
mm (Diamétre d'inhibition=Diamétre d'inhibition totale-
Diamétre du puits) et formant des spores ont été retenues
pour la suite de I'étude.

Etude de I'influence des substrats sur la production
de substances inhibitrices : Dans cette partie le pH du
bouillon a été ajusté a 6,8 et les tubes incubés a 37 °C.
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Un volume de 10 pl de suspension bactérienne a été
utilisé comme inoculum pour 10 ml de chaque culture
bactérienne. Le bouillon nutritif a été supplémenté en
glucose ou en extrait de levure a différentes
concentrations 1%, 2%, 3%, 4%, 5% (m/v) et des ions
(Ca%, Mn?* et le Mg?*) aux concentrations (0,2 ; 0,4 ;0,6 ;
0,8; 1 g/L). Pour un milieu de concentration 1% en
glucose (ou extrait de levure), 1 g de glucose a été
dissout dans 100 mL. Pour un milieu de concentration 1
g/L en ion, 1 g de l'ion correspondant a été placé dans

RESULTATS ET DISCUSSION

Caractéres morphologiques et biochimiques des
souches isolées

Aspect macroscopique : Les figures 1a et 1b montrent
respectivement ['observation macroscopique de la

1000 mL. La production de substances inhibitrices a été
suivie pendant 96 heures.

Thermostabilité des surnageants : Les surnageants
des souches retenues ont été traités a différentes
températures (50 °C, 80 °C et 100 °C) pendant 30 min
pour examiner la stabilité thermique des substances
inhibitrices produites.

Analyse des données : Le logiciel d'analyse statistique
XLSTAT 7.5.2 a été utilisé pour I'analyse de la variance
(ANOVA) en utilisant le test de Fisher LSD au seuil de
probabilité p =5 %.

souche SYs issue du Soumbala de néré et BBy, du
Bikalga.

Figure 1 : Observation macroscopique des souches SYs (a) et BB12 (b) sur milieu gélosé isolées respectivement du

Soumbala de néré et du Bikalga

L’observation macroscopique a permis de distinguer des
colonies rondes a bords variables (réguliers et irréguliers)
plates ou bombées, de couleur blanchétre ou beige avec
un aspect opaque. La taille de ces colonies varie entre
0,5 mm & 6 mm de diamétre.

Aspect microscopique : Toutes les souches sont des
bacilles dont les cellules se regroupent en chainettes.
Elles sont toutes mobiles et a Gram positives.
Caractéristiques métaboliques des différentes
souches : Le Tableau 2 présente les caractéristiques
métaboliques des différentes souches de Bacillus isolées
et leur affiliation.
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Tableau 2 : Caractéristiques morphologiques et biochimiques des souches sélectionnées et étudiées

Souches
SY1, SY10, SY1s,
SY3, SYs3, SYg, SYg, MBy, | SY1s, MB1, MBg, MB7,
Caractéres SY7, SYs SYs, SY11, MBa, MB4, MBg, MBg, BB1, BB10, BB11, SY4, SY13,
SY+2, BBg BB, BBs, BB4, BBs, BBs, | BB+, AB2, ABs, ABs, | MBs, BBy, SS4
BB7, AB1, ABs, ABs, ABg | ABy, SSi, SS;, SSs,
SSs, SSs
Gram + + + + +
Forme Bacille Bacille Bacille Bacille Bacille
Mobilité + + + + +
Catalase + + + + +
Oxydase - -
Spore + + + + +
Citrate + - - - -
Urée - - - + +(3),-(2)
Gaz - - - -
H.S - - - - +
Indole - - - - -
VP + - + +(15), - (5) +
Présomption B. subtilis | B. circulans B. licheniformis B. cereus B. sp
d'indentification
Nombre d’especes 2 (4%) 4 (8%) 19 (38%) 20 (40%) 5(10%)

+(15) : nombre de a B. cereus VP+; - (5) : nombre de a B. cereus VP-

(2) : nombre de Bacillus sp. a Urée —

B. sp. 10%

B. licheniformis 38%

+(3) : nombre de Bacillus sp.aUrée +; -

B, cereus 40%

. subtilis 4%

Figure 2 : Fréquence d’apparition des dlfferenteus souches identifiées

La figure 2 représente la fréquence d’apparition des
différentes souches identifiées. Les résultats montrent
que 82% des souches sont productrices d’acétoine. La
production de gaz s’est révélée négative pour toutes les
souches lors du métabolisme des sucres et 10% des
souches (SY4, SY13, MBs, BBy, SS4) produisent du sulfure
d’hydrogéne dans le milieu conduisant au noircissement
du milieu. Le Tableau 2 montre que 10% des souches

(SY7, SYs, SY1, MB; et AB;) ont utilisées le citrate
comme source de carbone. La présence de
I'ammoniaque alcalinise le milieu, ainsi 46% des souches
ont hydrolysé l'urée tandis que 54% des souches sont
dépourvues de l'uréase. Le test d'indole s'est révélé
négatif pour toutes les souches. La synthése de
I'acétoine et des composés organiques acides est un
caractére biochimique facilitant la classification des
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Bacillus. Taalé et al. (2015) ont montrés que des souches
de Bacillus isolées du Soumbala, du Bikalga et du lait
fermenté ont des réactions variables au test de
production d’'acétoine et des composés organiques
acides. Les résultats du Tableau 2 montrent que 82% des
souches sont VP+ et I'affiliation des souches a été faite
selon les descriptions du Bergey's Manual of
Determinative Bacteriology. La production de gaz s'est
révélée négative pour toutes les souches lors du
métabolisme des sucres (Tableau 2). Des études ont
montré que les Bacillus métabolisent les sucres sans
production de gaz (Taalé et al., 2015). La production du
sulfure d’hydrogene est un moyen permettant aux
bactéries de survivre dans des conditions hostiles (effet
des antibiotiques) ou par dégradation des composés
soufrés présent dans le milieu (Debroise, 2012). Le milieu
Kliger Iron Agar a permis de montrer que 10% des
souches (SY4, SY13, MBs, BBy, SS4) produisent du sulfure
d’hydrogéne dans le milieu conduisant au noircissement
du milieu. Ces souches de Bacillus ont présenté des
réactions variables a la production du sulfure d’hydrogéne
et a la dégradation des composés soufrés. Ces résultats
différent de ceux obtenus par Taalé et al. (2015) qui ont
obtenu une absence totale de production du sulfure
d’hydrogene par des souches de Bacillus isolées du
Soumbala, du Bikalga et du lait fermenté. Le
métabolisme de citrate est un critére important utilisé
pour la classification des Bacillus. Des résultats rapportés

par May (2011) ont montré des réactions variables
concernant le métabolisme du citrate par des bactéries
du genre Bacillus. L'uréase est une enzyme hydrolysant
lurée en ammoniaque (NH;). La présence de
'ammoniaque alcalinise le milieu. Le Tableau 2 montre
que 46% des souches ont hydrolysé 'urée (la présence
de luréase dans le systeme enzymatique de ces
bactéries), tandis que 54% des souches sont dépourvues
de l'uréase. Des résultats similaires ont été obtenus par
Taalé et al. (2015). Le test d'indole s'est révélé négatif
pour toutes les souches (Tableau 2). Ces résultats
montrent que ces souches ne possedent pas la
tryptophanase (enzyme) pour hydrolyse le L-tryptophane.
May (2011) et Taalé et al. (2015) ont obtenu des résultats
similaires lors de l'identification des souches de Bacillus.
Essai  didentification: L'ensemble des tests
morphologiques, biochimiques et physiologiques en
comparaison a ceux du Bergey’s Manual of Determinative
Bacteriology confirment que ces souches sont des
Bacillus et a permis de proposer un essai taxonomique
reporté dans le Tableau 2.

Activité antimicrobienne des substances produites
par les souches performantes de Bacillus: Les
substances produites par les souches performantes ont
inhibé la croissance de M. luteus LMG3293 dont les
différents diamétres relevés sont reportés dans le
Tableau 3.

Tableau 3 : Mesure des diamétres d'inhibition des surnageants a I'encontre de Micrococcus luteus et pH des

cultures aprés 24 heures

Souche pH initial pH final Diametre en mm
AB; 6,8 6,91 16,50 £ 0,71
SY3 6,8 6,07 13,50 £ 0,71
SYy 6,8 6,37 12,25+ 0,35
ABs 6,8 7,40 11,00 £ 0,00
BB 6,8 6,45 10,75+ 1,06
SYe 6,8 5,82 10,20 £ 1,13
MBs 6,8 7,20 09,75+ 0,35
MBy 6,8 5,63 09,50 £ 0,28
AB 6,8 7,01 09,00 £ 0,00
SY7 6,8 5,97 09,00 £ 0,00
ABs 6,8 6,96 07,90 £0,14
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1 Zone d’inhibition

| Puits témoin pas d’inhibition

Figu're 3 : Inhibition de M. luteus LMG3293 par des substances inhibitrices produites par des souches de Bacillus

La figure 3 montre l'inhibition de M. luteus LMG3293 par
des substances inhibitrices produites par la souche ABs
et ABy. La variation du pH final (Tableau 3) par rapport au
pH initial est due a l'activit¢ bactérienne (nutrition,
synthése de différentes substances). La diminution du pH
serait due a une production d'acides organiques (acétate,
acide lactique.). Les souches SYs, MB;, et SY7
produiraient des substances acides lors de la
fermentation des sucres qui rendent le milieu légérement
acide. Ainsi, le pH le plus bas (5,63) a été obtenu avec la
souche MB;. Cette acidité pourrait inhiber la croissance
de certains microorganismes  (Jenson, 2014).
L’augmentation du pH du milieu serait due a la production
des substances basiques telles que [Iéthanol et
I'acétaldéhyde (Jenson, 2014). Les souches SYs, ABy,
SYy, ABs, BB, AB1, MBs et ABg produisent donc des
substances basiques. Le pH le plus élevé (7,40) a été
observé chez la souche ABs. En effet, la figure 3 illustre
linhibition de M. luteus LMG3293 par des substances
inhibitrices produites par quelques souches de Bacillus.
Ces résultats montrent que les biomolécules en question
sont de nature protéique. Au total onze (11) souches ont
produit des substances ayant une activité
antimicrobienne a I'encontre de M. luteus LMG3293, avec
des diametres variant d'une souche a l'autre (Tableau 3).
La nature protéique de ces substances reste a étre
élucider, donc elles peuvent étre désignées par le terme
anglais de (BLIS) Bacteriocin-Like Inhibitory Substances

(Abriouel et al., 2011 ; Taalé et al., 2015). Lorsque la
bactérie se trouve en monoculture, en absence de
concurrence et en exces de nutriments, la production de
bactériocines s'avére alors sans sens et inutile pour la
bactérie (Riley and Chavan, 2007). Pour la suite de
I'étude les souches bactériennes qui ont donné un
diamétre d'inhibition a I'encontre de Micrococcus luteus
LMG3293 supérieur a deux fois le diamétre du puits ont
été sélectionnées. Il s’agit des trois souches de Bacillus :
AB7, SY3 et SYg.

Influence des substrats sur I’activité des substances
inhibitrices produites par des souches de Bacillus :
Les trois souches sélectionnées (AB7, SY3;, SYg) ont
produit des substances inhibitrices qui ont présenté de
grands diamétres d'inhibition a 'encontre de Micrococcus
luteus LMG3293. L'influence de la production des
substances inhibitrices en fonction de la concentration en
glucose, en extrait de levure et en ions (CaZ*, Mn2*, Mg?*)
a été réalisée a partir de ces souches(ABr, SY3, SYy), afin
de connaitre le rdle des substrats sur la production de
substances inhibitrices.

Influence de substrats carbonés

Influence du glucose : La figure 4 présente les valeurs
moyennes des diamétres d'inhibition des substances
inhibitrices produites par des souches de Bacillus en
fonction de la concentration du glucose aprés 96 heures
incubation.
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Figure 4 : Effet de la concentration du glucose sur la production de substances inhibitrices par des souches de Bacillus a

I'encontre de M. luteus LMG3293 apres 96 heures incubation

Les diametres d'inhibition augmentent au bout de 96
heures en fonction de la concentration de glucose dans le
milieu. En effet, le glucose est facilement utilisé par les
bactéries comme source de carbone pour la croissance,
la production des enzymes et d’autres métabolites
comme les bactériocines (Savadogo et al., 2006 ;
Vamanu and Vamanu, 2010). Des études ont montré
également que I'absence du glucose dans le milieu limite
la croissance des bactéries et la production de
bactériocines (Zendo et al, 2005). Les meilleures
concentrations en glucose pour la production de
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| I |2' 302100

substances inhibitrices étaient a 4% pour la souche AB;
et 5% pour les souches SY3 et SYq. La concentration
optimale en glucose pour la production de substances
inhibitrices par les souches utilisées était de 5% du
glucose.

Influence de I’extrait de levure : Les valeurs moyennes
des diamétres d'inhibition des substances inhibitrices
produites par les trois souches performantes de Bacillus
en fonction de la concentration en extrait de levure au
bout de 96 heures sont illustrées par la figure 5

26,50

Figure 5 : Effet de la concentration en extrait de levure sur l'activité des substances inhibitrices produites par des
souches de Bacillus a I'encontre de M. luteus LMG3293 aprés 96 heures d'incubation

Ces résultats montrent que la concentration en extrait de
levure influence significativement la croissance
bactérienne ainsi que leur synthése métabolique (p <
0,0001) en particulier la production de substances
inhibitrices. Ainsi, les diamétres les plus élevés ont été

obtenus respectivement & 5% (20,30 + 0,42 mm) en 96
heures pour la souche SY3; a 3% (22,50 £ 0,12 mm), en
96 heures pour la souche SYy et a 5% (26,50 mm + 0,71
mm) et pour la souche AB; en 96 heures. Les
concentrations 3% et 4% ont permis d'obtenir de grands
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diamétres d'inhibition avec la souche SYs. Pour les
souches AB; et SY3 c'est la plus forte concentration 5%
qui a donner de grands diamétres d'inhibition. Des études
similaires menées par Elmoualdi et al. (2008) et Han ef
al. (2011) ont montré respectivement que des
concentrations de 1% et 2% d’extrait de levure favorisait
une croissance importante des bactéries avec une
production maximale de substances inhibitrices. Donc,
les résultats de cette étude different un peu de ceux qu'ils
ont obtenus. Sarika et al. (2010) et Zendo et al. (2005)

20 wAET  WSY3
2025 275 245,

“wss

Concentranon en Ca?

19,75
2 T 1875

“15 70
0,00

=] =] =2

Diamétre d'inhibition en mm

wn
[=]

ont signalé l'importance de l'extrait de levure comme
source d'azote organique dans la production de
bactériocines.

Influence de substrats minéraux sur I'activité des
substances inhibitrices produites par les souches de
Bacillus.

Influence des ions Calcium (Ca?*) : La figure 6 illustre
les diamétres d'inhibitions des souches en fonction de la
concentration du calcium.

2200

19,95 1995
1945 1975 19 1895
‘ ‘ 17,75 17,65
E.

1,00

Figure 6 : Effet de la concentration du Ca2+ sur Iactlvité des substances inhibitrices par des souches de Bacillus a

I'encontre de M. luteus LMG3293 aprés 96 heures incubation

Le diamétre d'inhibition des substances produites par les
souches varie en fonction de la souche et de la
concentration en Ca%* dans le milieu. Le plus grand
diamétre d'inhibition a été obtenu avec la souche AB; a
0,8 g/L (22,00 + 0,00 mm) et le plus petit avec la souche
SYq a 0,2 g/L (16,70 £ 0,00 mm) aprés 96 heures
d’incubation. Il ressort de l'analyse statistique que la
concentration en Ca% et la souche utilisée ont une
influence significative sur la production des substances
inhibitrices (p < 0,0001). Les ions calcium protégent
également les enzymes contre la dénaturation et
augmentent leur activité (Agrawal et al., 2005). Schallmey

et al. (2004) ont rapporté que des Bacillus produisent des
substances inhibitrices lors de la phase exponentielle de
croissance et au début de la sporulation, cela pourrait
justifier Iimportance du calcium dans la production des
substances inhibitrices. Des études réalisées par Han et
al. (2011) ont montré que les concentrations supérieures
a1 g/L en Ca? limitaient la production de bactériocines.
Influence des ions manganése (Mn2*): La figure 7
présente les diamétres d'inhibition des substances
produites par les souches en fonction de la concentration
en Mn2* dans le milieu.
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Figure 7 : Effet de la concentration du Mn2* sur la production de substances inhibitrices par des souches de Bacillus a
I'encontre de M. luteus LMG3293 apres 96 heures incubation

Les diamétres d'inhibition minimale et maximale mesurés
a 96 heures étaient respectivement de 16,70 £ 0,15 mm
(SYsa 1 g/L) et 24,55 £ 0,64 mm (AB7a 0,4 g/L). La
souche SY; tolere plus 'augmentation du manganése
dans le milieu, car a partir de 0,8 g/L, elle posséde des
diamétres d'inhibions plus grands (19,80 £1,13mm a0,8
g/Let17,70 £ 0,41 mma 1 g/L). Les souches AB7 et SYs;
a 0,4 glL présentent les diamétres les plus élevés
respectivement 24,55 + 0,64 mm et 23,00 + 0,64 mm. La
souche SYy supporte moins le manganése, car le plus
petit diametre obtenu était de 20,00 £ 0,00 mma 0,4 g/L.
A partir de 0,6 g/L le milieu devient défavorable a la
croissance des bactéries et & la production de
substances inhibitrices. Les résultats du test de Fisher
montrent que la concentration en Mn2* et la souche (p <
0,0001) influencent trés significativement la production
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des substances inhibitrices. Ces résultats sont en accord
avec ceux obtenus par Han et al. (2011) qui ont trouvé
qu’'une concentration de 0,14 g/L en Mn?* était favorable
a la production des bactériocines. Au-dela d'une
concentration supérieure a 0,4 g/L, on observe une
diminution des diamétres d'inhibition qui pourrait
s'expliquer par une baisse de la production de
substances inhibitrices. Kamjumphol et al. (2013) ont
rapporté que l'augmentation de la concentration en
manganéese dans un milieu a un effet négatif sur la
croissance bactérienne, la formation de biofilms et la
synthése de métabolites.

Influence des ions magnésium (Mg?*) : Les diamétres
d'inhibition en fonction de la concentration en Mg?* dans
le milieu au bout de 96 heures sont représentés dans la
figure 8.

2350

‘212‘
1,00

19,00

17,75

0,80

Figure 8 : Effet de la concentration du Mg?* sur la production de substances inhibitrices par les souches de Bacillus a
I'encontre de M. luteus LMG3293 apres 96 heures incubation

10245



Cisse etal. J. Appl. Biosci. 2016

Influence des substrats carbonés et minéraux sur I’activité des BLIS

produites par des souches de Bacillus isolées a partir d’aliments fermentés au Burkina Faso

L'analyse des résultats montre que les diamétres
d'inhibition des substances produites par les souches
varient en fonction de la concentration en Mg?* dans le
milieu et de la souche utilisée. Le diamétre d'inhibition
maximal était de 23,00 £ 0,71 mm (la souche AB-a 0,8
g/L) et le diamétre d'inhibition minimal 17,25 + 1,06 mm
(lasouche SYqa0,2 g/L). Pour les souches AB7 et SY3 la
production de substances inhibitrices a 96 heures aux
concentrations 0,6 g/L ; 0,8 g/L ; 1 g/L est pratiquement
invariable. La souche SYy présente de grands diametres
d’inhibition (20,00 + 0,00 mm et 19,75 + 0,35 mm) avec
la concentration de 0,6g/L, tandis que les concentrations
0,8 g/L et 1 g/L montrent de faibles diamétres d'inhibition
(19,00 = 0,00 mm et 17,75 £ 1,06 mm). Biswas et al.
(1991) ont montré que I'ajustement en magnésium du

milieu de culture affectait la production de bactériocines.
Ces résultats sont en accord avec ceux de Han et al.
(2011) qui ont suggéré qu'une concentration de 0,575 g/L
en Mg favorise la production de bactériocines. L'analyse
de la variance de la production de substances inhibitrices
en fonction du Mg?* révéle que la concentration et la
souche utilisée ont une influence significative sur la
production de substances inhibitrices (p < 0,0001).
Propriété physique du surnageant :

thermostabilité : Le Tableau 4 présente les diamétres
d'inhibition obtenus aprés traitements thermiques des
substances inhibitrices a différentes températures
pendant 30 mn.

Tableau 4 : Effet de la température sur les substances inhibitrices

Diamétre d'inhibition a 'encontre de M. luteus (mm)

T°C AB; SY; SYy

Témoin 14,00 £ 0,00 10,50 £ 0,71 11,75+ 0,00
50 °C 12.50 £ 0,35 09,00+ 0,70 09.50 + 0,71
80°C 12,00 + 0,07 09,00 0,00 08,00 £ 0,71
100 °C 12,00 £ 0,71 09,00 + 0,00 08,50 + 0,00

La sensibilité thermique des substances a été testée par
un traitement a différentes températures (50 °C, 80 °C et
100°C) pendant 30min. Les bactériocines sont reconnues
pour leur stabilité aux traitements thermiques. Les
bactériocines de faible poids moléculaire sont plus
thermostables par rapport a celles qui ont un poids
moléculaire tres élevé (Albano et al., 2007). Cependant,
les bactériocines deviennent inefficaces lorsqu’elles sont
exposeées a de fortes températures (a 121 °C pendant 20
minutes) (Karam et al., 2008). Les résultats obtenus
montrent que les substances inhibitrices gardent leur
activité antibactérienne quel que soit la température de
traitement thermique inférieure ou égale a 100 °C
pendant 30 min. Ces résultats trouvés sont en accord

CONCLUSION

La présente étude a porté sur la production de
substances BLIS par des souches Bacillus isolées
d'aliments fermentés au Burkina Faso. Il ressort de cette
étude que certaines souches de Bacillus produisent des
substances inhibitrices dirigées contre Micrococcus
luteus LMG3293. Les résultats obtenus montrent que les
souches utilisées pourraient appartenir aux espéces : B.
cereus, B. licheniformis, B. sp, B. circulans et B. subtilis.
Sur les cinquante souches utilisées, onze étaient
productrices de substances inhibitrices actives a
I'encontre de Micrococcus luteus LMG3293. Les

avec ceux rapportés par Karam et al. (2008), qui ont
trouvé que I'activité du surnageant n'est pas affectée pour
une température comprise entre 60 °C et 100 °C pendant
30 minutes. Les diametres d'inhibition obtenus variaient
entre 08,00 £ 0,71 mm et 12,50 £ 0,35 mm (Tableau 4).
En effet la stabilité de ces substances suggere quelles
pourraient étre des bactériocines appartenant a la classe
[ ou Il. Dortu and Thonart (2009) ont rapporté que les
bactériocines de classe Il sont des peptides de taille
inférieure a 10 kDa, stables a la chaleur et ne contiennent
pas d'acides aminés modifiés. Twomey ef al. (2002) ont
également rapporté la thermostabilité des bactériocines
de taille inférieure & 5 kDa (classe ).

souches AB;, SYs3 et SYq ont présenté un fort pouvoir
inhibiteur vis-a-vis de Micrococcus luteus LMG3293 avec
des diamétres inhibition allant de 16,50 + 0,71 mm a
07,25 + 0,35 mm respectivement pour les souches AB7 et
SY,. Cette production était significativement influencée
par la souche utilisée, le type et la concentration du
substrat (glucose et extrait de levure) mais aussi la
concentration en ions (minéraux). Les concentrations 4%
et 5% de glucose et dextrait de levure stimulaient
fortement la production de substances inhibitrices. Quant
aux minéraux, les concentrations favorisant la production
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maximale de substances inhibitrices étaient de 0,8 g/L
pour le Ca2, 0,4 g/L pour le Mn2* et 0,6 g/L pour le Mg,
Le traitement thermique a 100 °C pendant 30 mn arévélé
la thermostabilité des substances inhibitrices contenues
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