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Production de nisine par Lactococcus lactis

La nisine est une bactériocine, de nature protéique produite par Lactococcus factis ssp.
lactis. Elle présente des propriétés bactéricides et/ou bacteriostatiques.

La nisine inhibe la synthése de la paroi des bactéries a Gram positif et empéche la
germination des spores chez de nombreux Baciflus.

La nisine est utilisée dans les industries de transformation des fromages, ‘viandes,
boissons comme conservateur alimentaire (E234).

La production de cet additif ne peut pas étre réalisée par voie chimique mais seulement
par voie microbiologique.

1. Caractéristiques physiologiques et métaboliques de Lactococcus
lactis (7 points)

1.1. Lactococcus lactis . agent probiotique

Les informations sur Lacfococcus factis sont présentées.dans le document 1.

1.1.1. Représenter, sous la forme d’'un schéma‘simple, le constituant principal de la
paroi de Lactococcus lactis.

1.1.2. Préciser les types trophigues énergetique et carboné de cette bactérie.
Justifier |a réponse.

1.1.3. Préciser une condition.de culture particuliére de Lactococccus lactis.

1.2. Lactococcus lactis : bactérie homofermentaire

1.2.1. Expliquer la différence entre les fermentations homolactique et hétérolactique.
1.2.2. Proposer _les légendes 1 a 3 du document 2. Ecrire la formule de la
molécule 4.

1.2.3. Préciser, a l'aide du document 1, la localisation et les conditions de réalisation
desvoies métaboliques 1 et 2 du document 2.

1.3. Culture sur milieu MRS

Le-milieu MRS est un milieu adapté pour la croissance des bactéries lactiques. |l peut étre
utilisé pour la production de nisine.

1.3.1. Indiquer le réle des constituants soulignés et préciser la nature du milieu MRS
présenté dans le document 3.

1.3.2. Lactococcus est un micro-organisme poly-auxotrophe. Expliquer ce terme.
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2. Optimisation des parameétres de croissance de Lactococcus lactis
pour la production de nisine (10,5 points)

2.1. Procédé de fermentation en discontinu

La production de nisine est réalisee en bioréacteur de laboratoire, en milieu complexe, non
aéré, sous agitation a 100 rpm et sans régulation du pH dans un premier temps, pour
établir son influence sur les paramétres d'état du micreo-organisme. Puis, dans un second
temps, la production de nisine est effectuee dans les mémes conditions expérimentales;
mais en mettant en ceuvre une régulation pH. Les documents 4A et 4B présentent les
profils de fermentation avec et sans régulation du pH.

2.1.1. Expliquer, a I'aide d’'un schéma, ie fonctionnement de la boucle de'régulation
de pH mise en jeu pour cette culture de Lactococcus lactis.

2.1.2. Analyser, dans le document 4A, |a variation de biomasse, la.consommation
de saccharose (sucrose) et |la variation du pH.

2.1.3. Emettre une hypothése pouvant expliquer l'arrét de croissance a 8 h alors qu'il
reste environ 4 g-L™' de saccharose.

2.1.4. Calculer, lors d'une production sans régulation{de pH, le rendement de
production global final exprimé en g de nisine produite par g de saccharose
consomme.

Donnée : 10° Ul de nisine correspondent &1 g de nisine brute.

2.1.5. Calculer, a 'appui du document 4A, la productivité volumique horaire finale et
la productivité volumique horaire maximale‘en nisine.

2.1.6. Indiquer a quel moment il faudrait-arréter la fermentation dans le cadre d’'une
production industrielle. Justifier da-—réponse en liens avec les valeurs
precedemment calculées.

2.1.7. Discuter de la stabilité dela nisine en présence et en absence de régulation
de pH.

2.2. Amélioration de la production de nisine
Les documents 5A et 5B présentent les differentes conditions expérimentales testées et
les résultats de I'optimisation de la production de nisine.

2.2.1. Justifier-a l'aide du document 5A, l'intérét de se placer a 30°C.

2.2.2. Expliquer, a l'aide du document 5B, l'intérét de supplémenter les milieux en
lait. En déduire les conditions optimales pour la production de nisine.

2.3. Risques d’échec de production de nisine a grande échelie

Sur-une culture prolongée en batch, régulée a pH = 6,8, apres un pic élevé de biomasse
et de nisine a 7 h, une décroissance rapide est observée. Plusieurs hypothéses ont été
soulevées, notamment :
- une attaque possible de la souche productrice par un bactériophage externe pendant la
fermentation ;
- une induction lytique possible de la souche productrice naturellement lysogéne, par des
facteurs inconnus.
2.3.1. Nommer et décrire succinctement les éfapes de linfection d'une cellule
bactérienne par un bactériophage virulent a ADN.

2.3.2. Citer les principales caractéristiques d'un phage tempeére.
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3. Mode d’action de la nisine (1,5 points)

Le mécanisme d'inhibition de la germination des Bacillus par la nisine est encore mal
compris. Le document 6 présente I'étude de l'action de la nisine sur la germination des

spores de Baciflus anthracis.
3.1. Interpréter les courbes a partir du temps 25 minutes :
- valider I'expérience ;

- indiguer la concentration minimale en nisine inhibant totalement la germination

des spores.

3.2. Etablir une corrélation entre la concentration en nisine et les observations

microscopiques réalisées.

Clarté et rigueur de I'expression écrite de la composition (1 point) :
- justesse et rigueur de I'expression écrite (orthographe, grammaire, vocabulaire),

- clarté de la présentation genérale de la copie et fluidité de lalecture.
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Document 1 : Lactococcus lactis et production de nisine

Web Review of Todar's Online Textbook of Bactericlogy. "The Good, the Bad,
and the Deadly". (SCIENCE Magazine- June 4, 2004 - Vol 304 : p. 1421).

L actococecus lactis is a strictly fermentative microbe classified informally as a Lactic Acid Bacterium
because it ferments milk sugar (lactose) to lactic acid. Lactococci are typically spherical or ovoid
cells, about 1.2um by 1.5um, occurring in pairs and short chains. They are Gram-positive, non
motile, and do not form spores. Lactococcus lactis produces lactic acid, D L or DL. 5 to 10 % of

CQO,, can stimulate Lactococci growth. [...]

Hence, they are found normally in milk and Lactococcus lactis subspecie, factis is essentialhin
manufacture of many varieties of cheese and other fermented milk products.

Document 2 : Voie métabolique
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Document 3 : Composition du milieu MRS (BIOKAR)

FORMULE — TYPE (pour 1 litre de milieu)

Pouvant étre ajustée de fagon a obtenir des performances optimales

( N Pyruvate
Q>
2 > 4 ¢ | | CO—NHz CO—NHz
¢ro + +HY +
CHz H 4
F 3 E
Pyruvate HADH L-Lactte HaDt

- Peptones Vegetale s . oo 20,0049
- Extrait autolvtique de leVUIe .. 500¢g
= GHUCOSE o 20,00 g
S TWEEN B0 . 1,08 ¢
- Phosphate dipotassiqUe ... 200g
-Acéetate de SOAIUM ..., 5009
- Citrate d'ammoniUm 2004
- Sulfate de Magn@SIUM .. 0204g
- Sulfate de Mangan&se ... 0,05¢g

pH du milieu prét a 'emploi a 25°C : 6,0 + 0,5.
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Document 4 : Profil de production de nisine en procédé discontinu en
milieu complexe

Journal of General Microbiology (1992), vol138, p 571-578

Document 4A : Sans régulation pH
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Batch fermentation profile of Lactococcus factfs subsp.Clactis NIZG- 22186 microbial growth and nisin production at
uncontrolled pH. Cells were grown in a fermenter containing 5/ nisin production medium with 10 g sucrose'L” as carbon
source.

Cell dry weight (gL ™), ©; volumetric nisin titre (U:mL"y, ®; residual sucrose concentration (L™, O;pH, |

Document 4B ; ¢ Avec régulation pH = 6,8
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Batch fermentation profile of Lactococcus factis subsp. factis NIZO 22186 microbial growth and nisin production at
controlled ph 6-80. Cells were grown in a fermenter containing 5 L nisin production medium with 10 g sucrose'L™” as
carbon source.
Cell dry weight (g-L™"), O; volumetric nisin titre (IU-mL™"), ®; residual sucrose concentration (g-L™"), O.
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Document 5 : Production de nisine par Lactococcus lactis dans
différentes conditions de culture

Braz. Arch. Biol. Technol. Vol 53 n°1, pp 203-208; jan/feb 2010.

Document 5A : Méthodologie

The influence of various physiochemical parameters on the growth of Lactococcus lactis sub._sp.
lactis was studied at shake flask level. Media optimization (MRS broth) was studied to-achieve
enhanced growth of the organism and also nisin production. Bioassay of nisin was done‘with agar
diffusion method using Streptococcus agalactiae NCIM 2401 as indicator strain. MRS<Broth (6%,
w/v) supplemented with 0.5% (v/v) skimmed milk was found to be the best for nisin_production as
well as for growth of L. /actis. The production of nisin was strongly influenced by the presence of
skimmed milk. The production of nisin was affected by the physical parameters and maximum nisin
preduction was at 30°C while the optimal temperature for biomass production was 37°C.

Document 5B : Résultats

Nisin activity, productivity and specific production for every culture, each incubated at 100
rpm/30°C, with Lactococcus factis cultures transferred to fresh media with either MRS or M17 (M17
is a minimal medium), pH was not regulated.

Nisin at end Specific
N° Media composition coGnrc?i‘:i,g:\s g Pc?ntlteunr‘: of cultu:e proddlucti\.'ity1
(g'mL”) | (mg-h”-DCWg")
1 | 100 % MRS 30°€,100 RPM 6.15 0.325 0.01
2 | 100 % M17 30°C, 100-RPM 6.80 0.120 0.01
Q 0, 1 i
3 | 90 % MRS +0.13 % vitamif | 3000100 RPM 4.80 231 6.42
solution
TN\
4 | 90 % M17+0.13 %witamin | 5500 100 RPM 6.10 187 5.90
solution
5 | 25 % MRS + 25'% milk 30°C, 100 RPM 6.10 884 66.10
6 | 25 % M1Y 325 % milk 30°C, 100 RPM 6.20 408 30.20
DCW = dry cell weight
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Document 6 : Etude de I'action de la nisine sur la germination des
spores de Bacillus anthracis

Antimicrobiol agents and chemotherapy, dec 2008, vol 52 N°12, p 4281-
4288

Les 25 premiéres minutes de l'expérience correspondent aux modifications initiales des
spores qui ne sont pas affectées par la présence de nisine.

e —h= 0,1 M
§ -=F-1 uM
Q1008 . oum
= we@== 100 UM
| =
(]

0
8 *
0
O

0 1 | | 1 | | 1 ] ]

||
0 25 50 75 1006 125150 175 200
time-(min)

B [nisin] (uM)

B. anthracis spores do not develop into vegetative bacilli in the presence of nisin.

(A) The data are expressed as the percentage of ODgyy at each time point relative to the
ODyguo of each culture at time zero, which was the control in these experiments. The data
are expressed as the means of a single experiment conducted in triplicate and are
representative of those from three independent experiments. Error bars indicate standard
deviations.

(B) At time zero and 5 and 10h, samples were removed and visualized by DIC
microscopy. For each panel, a single spore is shown for clarity but is representative of all
other B. anthracis spores within that sample. Bars, 6.5 ym. The data are representative of
those from three independent experiments,
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