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Introduction

Les sociétés occidentales assistent aujourd’hui a une évolution des modes de consommation des
aliments. En effet, de plus en plus de consommateurs se tournent vers une alimentation moins riche
en protéines animales et plus riche en végétaux. En ce sens, Gaudot et al. (1) préconisent un
rééquilibrage du ratio entre protéines animales et protéines végétales afin d’atteindre un ratio 50:50
contre un ratio 67:33 a I'heure actuelle. Cette transition a pour origine des considérations variables,
comme l'approvisionnement en protéines dans le monde au regard de lI'augmentation de la
population globale, la mise en avant du bien-étre animal et la lutte contre le réchauffement climatique
(2). Un lien clair entre le réchauffement climatique et l'élevage est aujourd’hui prouvé
scientifiquement (https://www.fao.org/3/i8098e/i8098e.pdf) (3). Actuellement, 80% des protéines
végétales produites sont destinées a I'élevage, alors que ces cultures produisent 50 fois moins de
gaz a effet de serre par rapport a ces élevages (4). Une partie de ces protéines végétales est
produite a partir des légumes secs, qui sont connus pour étre riches en protéines. Les cultures de
Iégumes secs ont l'avantage d’étre résistantes aux changements climatiques et aux sécheresses,
car nécessitant peu d’eau, et de participer au cycle de I'azote, en réduisant I'apport d’engrais lors
des rotations culturales (5). En plus de ces avantages écologiques, des bénéfices santé entrent
également en considération, car la diversification de 'alimentation permet de se maintenir en bonne
santé. La consommation de légumes secs semble en effet contribuer a un contréle positif du poids
et de lutter contre I'obésité (6), a lutter contre les maladies cardiovasculaires (7) et a favoriser un
bon développement du microbiote intestinal (8). La diversification de I'alimentation se pose
notamment en termes de diversification du type de protéines fournies par I'alimentation. Il est en
effet possible de diversifier les sources de protéines en utilisant entre autres viande, poisson, lait,
ceufs, insectes, et végétaux, et parmi ces derniers, les légumes secs sont les plus riches en
protéines. Ces aspects ont mené le gouvernement francais a encourager la population a consommer
plus de Iégumes secs, et a réduire la consommation de produits a base de viande, par la mise en

place du quatrieme Plan National de Nutrition et Santé (PNNS4, Ministére de la santé).

Cette évolution améne les industriels a concevoir de nouveaux produits, respectant les attentes de
la société, a base de végétaux, analogues de viande, d’ceuf et de produits laitiers. Dans le cadre du
remplacement des produits laitiers, il s’agit de produits comme des bases tartinables non
fermentées, ou des produits fermentés type boissons, yaourts, ou fromages, dont le lait est remplacé
complétement ou en partie par un jus végétal a base de céréales (avoine, riz...), de fruits a coques
(amandes, noisettes...) ou de légumes secs (soja, pois, lupin, haricot, pois chiche ...). Dans le cas
des légumes secs, méme si la teneur en protéines est élevée comparativement aux autres jus, le
godt des produits est généralement peu apprécié par les consommateurs. Il s’avere en effet que la
présence de composés, tels que I'hexanal, sont responsables du goQt peu apprécié, caractéristique
« de vert », des légumes secs (9, 10), tandis que d’autres composés comme les a-galactosides,

1



facilement fermentés par le microbiote, peuvent provoquer un inconfort digestif et des flatulences
(11). De plus, les différents Iégumes secs sont variables en termes de composition (12). Les produits
fermentés a base de légumes secs actuellement commercialisés (13) le sont par les bactéries
classiquement utilisées dans la production de yaourts a base de lait, a savoir Streptococcus
thermophilus et Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus. Si S. thermophilus est, dans la plupart des
cas, capable de croitre en métabolisant le saccharose, un des sucres présents dans les légumes
secs (14-16), L. delbrueckii ssp. bulgaricus est plus exigent en terme de source de carbone et
d’énergie (16). De nouvelles espéces de bactéries lactiques sont donc a trouver pour adapter au
mieux les cultures capables de se développer sur les jus végétaux et en particulier sur le jus de soja.
Néanmoins, il est quasi impossible de trouver une souche bactérienne capable de remplir tous les
critéres exigés (fermentation des sucres, production de lactate, dégradation des protéines,
amélioration des propriétés nutritionnelles du produit,...). C’est pourquoi l'utilisation de plusieurs
souches différentes, en co-cultures, est une des réponses a ce probleme. Il est nécessaire dans ce
cas de favoriser les interactions entre les partenaires de cette co-culture. Il existe différents types
d’interactions connues entre microorganismes. En effet, les interactions entre bactéries sont
extrémement répandues dans la majorité des environnements dans lesquels ces bactéries sont
retrouvées, et ces interactions peuvent étre négatives ou positives pour les partenaires de ces
interactions. Une interaction positive est une interaction entre plusieurs partenaires, qui favorise au
moins I'un de ces partenaires. Chez les micro-organismes, l'interaction positive se traduit par une
« fitness » supérieure, a savoir une meilleure croissance, quand les deux partenaires sont présents
dans le méme milieu, par rapport & un milieu avec un seul des partenaires. Cela conduit donc a une
meilleure croissance, ou le cas échéant, un maintien de la population. Dans le cas des interactions
positives, quatre modes d’actions sont connues : le commensalisme, la coopération, le mutualisme

et la syntrophie (13) (figure 1).
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Figure 1 : Les quatre types d’interactions positives retrouvées au sein des communautés microbiennes et
décrites par Canon et al.(13).

Le commensalisme (1 figure 1) est une forme d’interaction ol un seul des partenaires regoit un effet positif,
tandis que le deuxieme n’est pas affecté par le premier. La coopération (2 figure 1), elle, concerne des
microorganismes avec le méme génotype, ou les partenaires échangent les mémes métabolites entre eux
pour améliorer leurs fitness. Le mutualisme (3 figure 1) est trés proche de la coopération, mais avec des
partenaires dont les génotypes sont différents et qui échangent des métabolites différents. Enfin, la syntrophie
(4 figure 1) est une interaction complexe ou I'un des partenaires bénéficie des métabolites du deuxieme
partenaire, et celui-ci va échanger des molécules donnant un avantage au premier partenaire. Il ne s’agit pas
de métabolite, mais de molécules pouvant, par exemple, lever une inhibition. Dans le cas de produits
fermentés, on retrouve surtout des interactions de type commensalisme, mutualisme et coopération.
L’exemple le plus connu et le plus étudié de co-culture de bactéries lactiques est le yaourt, produit dans lequel
une co-culture des bactéries lactiques Streptococcus thermophilus et Lactobacillus delbrueckii ssp bulgaricus,
ou les échanges entre les deux partenaires sont bien compris (17). Néanmoins, les interactions sont rarement
étudiées en profondeur, malgré une utilisation courante des co-cultures de bactéries lactiques pour la
production de produits fermentés autres que les yaourts.

Favoriser les interactions entre les partenaires d’un co-culture peut se baser sur plusieurs
mécanismes. |l est tout d’abord possible de jouer sur les auxotrophies des bactéries lactiques, car
ces bactéries sont connues pour ne pas étre capables de synthétiser tous les acides aminés
nécessaires a leur croissance. Ainsi, la plupart des bactéries des genres Lactococcus et
Lactobacillus sont auxotrophes pour des acides aminés tels que la leucine, l'isoleucine, la valine,
I'arginine et la méthionine (18, 19). Afin de pallier ce manque de synthése d’acides aminés, certaines
bactéries lactiques possédent un systeme protéolytique complexe permettant de protéolyser des
protéines présentes dans le milieu et ainsi d’obtenir les acides aminés manquants sous forme de
peptides et/ou d’acides aminés libres (20). Cette capacité protéolytique peut alors étre utilisée pour
créer une co-culture, au sein duquel 'une des bactéries possédant un systeme adéquat pour un
milieu donné peut stimuler la croissance d’'une seconde bactérie qui ne posséderait pas les enzymes
protéolytiques nécessaires a sa survie dans le milieu ; cette derniére serait alors dépendante de la
capacité de la premiére a excréter les acides aminés nécessaires a sa croissance (21). Cette

stratégie a été utilisée dans le cadre de la thése de F. Canon réalisée dans mon laboratoire d’accuell
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pour le stage (22) et a permis de montrer que la quantité de peptides et d’acides aminés libres était
une condition nécessaire mais non suffisante pour permettre I'interaction entre deux bactéries
lactiques, un autre critére étant la nature des acides aminés, a savoir la présence des acides aminés
ramifiés (Isoleucine, leucine et valine) (23, 24). Une deuxieme possibilité pour favoriser les
interactions au sein d’'une co-culture est d’utiliser deux microorganismes dont les métabolismes des
sucres sont différents. Dans ce cas, il s’agit d’utiliser la capacité du premier partenaire de la co-
culture a hydrolyser un oligoside en sucres plus simple, assimilable par le deuxiéme partenaire. Ce
phénomeéne est bien connu dans des co-cultures de levures et de bactérie lactiques (25) mais encore
peu documenté concernant des co-cultures de deux bactéries lactiques. Ces exemples de
mécanismes sont communément appelés « cross-feeding », car il s’agit d’échanges de métabolites,
nécessaires a la croissance des microorganismes impliqués dans ces échanges (26). Un troisiéme
mécanisme d’action pour favoriser les interactions dans une co-culture microbienne est le
phénoméne de quorum-sensing (QS). Bien que peu de recherches sur les systémes de QS de
bactéries dans des matrices alimentaires aient été menées jusqu’a présent, il a été démontré que la
molécule Al-2 (autoinducteur-2, molécule de signalisation cellulaire impliquée dans le phénoméne
de QS) pourrait stimuler la croissance de Enterococcus. faecium et de Limosilactobacillus
fermentum (27). Il a également été montré que I'Al-2 permet une meilleure adaptation a un stress
acide, notamment en favorisant la formation de biofilm (28, 29), ce qui fait du quorum-sensing une
piste intéressante pour obtenir des co-cultures de bactéries résistantes a un milieu acide. En
réesumé, favoriser les interactions au sein d’une co-culture revient a mettre en interdépendance deux
microorganismes, dont les caractéristiques individuelles sont intéressantes pour la conception d’un

produit fermenté, mais qui ne sont pas capables de se développer seuls (ou peu).

Afin de produire des analogues aux produits laitiers avec des jus de soja sans ajout d'additifs, il n’est
pas possible d’utiliser les bactéries habituellement utilisées dans les yaourts. En effet, bien que S.
thermophilus soit capable de se développer sur le jus de soja (30), L. delbrueckii ssp bulgaricus n’a
pas cette capacité, notamment a cause de son impossibilité a utiliser le saccharose (31). Dans le
jus de soja, il est nécessaire d'utiliser des bactéries pouvant hydrolyser les sucres majoritaires, qui
sont le saccharose, le stachyose et le raffinose (32). Afin de trouver une co-culture de bactéries
lactiqgues capables de fermenter le jus de soja, un criblage de 104 souches incluant 84 souches
appartenant a neuf espéces de bactéries lactiques a été réalisé préalablement a mon stage (16).
Les résultats obtenus ont montré que deux bactéries lactiques, Lactococcus lactis et Lactobacillus
delbrueckii ssp lactis étaient capables de fermenter un jus de soja et, associées avec une bactérie
propionique, permettaient d’obtenir un produit fermenté a base de jus de soja avec des propriétés
immunomodulatrices prometteuses constatées in vitro (16). Néanmoins, les conditions optimales de
croissance des deux bactéries lactiques, L. lactis et L. delbrueckii ssp lactis, seules ou en co-culture,
et les possibles interactions entre ces souches n’avaient pas encore été étudiées. Cette étude

propose donc de déterminer si les deux bactéries interagissent entre elles et si oui, comment chaque
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bactérie module I'activité de l'autre. Pour cela, des cinétiques de croissance ont été réalisées en
culture pure et en co-culture. L’objectif était de comparer les populations atteintes ainsi que I'intensité
de l'acidification, apres fermentation entre les cultures pures et la co-culture. Des mesures des
teneurs en sucres résiduels, de production d’acides organiques et d’acides aminés libres ont permis
de comprendre comment les deux bactéries étudiées interagissaient entre elles. De plus, une
approche protéomique a été réalisée afin de connaitre le protéome de chaque bactérie en culture
pure et de déterminer les changements possibles du protéome liés a la croissance des deux

bactéries en co-culture.

Matériels et Méthodes

Liste des souches

Tableau 1 : Liste des souches bactériennes utilisées, ainsi que leurs conditions de culture

Sous- N°de la souche Conditions de
Genre Espéce
espéce (abréviation) culture
Bioprox 7116 M17+glucose 0,5%
Lactococcus lactis
(Lla7116) 30°C
Bioprox 1585 MRS
Lactobacillus delbrueckii lactis
(LdI1585) 43°C

Conditions de culture

Précultures

Les deux souches utilisées, Lactobacillus delbrueckii ssp lactis Bioprox 1585 (nommée dans le
manuscrit par la suite LdI1585) et Lactococcus lactis Bioprox 7116 (Lla7116), ont été cultivées
respectivement sur milieu MRS (33)(Difco) et M17 (34)(Difco) contenant du glucose 0,5% comme
source de carbone. Pour chacune des souches, les cinétiques de croissance ont été réalisées a
partir de cryotubes conservés a -80°C suivis de deux repiquages successifs réalisés a 2% (v/v) dans
les conditions classiques de culture : 43°C pour LdI1585 et 30°C pour Lla7116, le premier sur 8 h et

le deuxiéme sur la nuit.

Cinétique sur milieu de culture de laboratoire

Des cinétiques de croissance ont été réalisées avec les deux souches étudiées afin de déterminer
leurs conditions de croissance optimale. Pour cela, les souches ont été inoculées a 2% sur leur
milieu respectif et incubés dans une étuve a 30°C, 37°C ou 43°C. Les cinétiques ont été réalisées

sur un temps de culture de 24h avec des prélevements toutes les deux heures.

Cinétiques de croissance sur jus de soja
La cinétique de croissance et d’acidification des deux souches étudiées a également été effectuée

en culture pure sur jus de soja (Sojasun UHT, Triballat Noyal) et en co-culture pour étudier les
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interactions, a 30°C pendant 24 h avec un prélevement toutes les deux heures. La matrice jus de
soja été inoculée de facon a obtenir une concentration de départ de 2.10° unités formant colonies
(UFC)/mL pour les cultures pures de LdI1585 et de LIa7116, tandis que la co-culture sur jus de soja
a été inoculée a une concentration de départ de 1.105 UFC/mL avec chaque culture bactérienne
pour avoir une population totale de 2.106 UFC/mL comme pour les cultures pures. Pour chaque point
de cinétique, des aliquotes ont été prélevées pour les analyses biochimiques et microbiologiques

ultérieures.

Suivi de croissance

Par densité optique

La croissance bactérienne sur milieu de culture de laboratoire au cours du temps a été déterminée
a l'aide de mesure de la densité optique (DO) a une longueur d’'onde de 650nm a l'aide d'un
spectrophotométre (7310 Spectrophotometer, JENWAY). Les mesures ont été effectuées toutes les
2 heures du point t0 (Oh) jusqu’au point t12 (12h) et a 24h a partir d’'un mL de culture. Lorsque la DO
était supérieure ou égale a 0,8, I'échantillon était dilué au 1/10°™ dans le milieu de culture approprié
pour chaque souche bactérienne.

Par dénombrements

Des dénombrements ont été réalisés pour les cinétiques sur milieu de culture de laboratoire et sur
jus de soja. Les dénombrements pour les cinétiques sur milieu de laboratoire ont été réalisés en
duplicatas aux points t0, t8 et t24 en suivant le protocole de la micro-méthode (35). Pour les milieux
de laboratoire, 20 uL de culture ont été mis directement dans 180uL d’eau tryptonée stérile contenant
1 g/L tryptone + 8,5 g/L NaCl (ISO 8261 FIL 122), dans une plaque a 96 puits. Une dilution en
cascade de 10 en 10 a été ensuite réalisée. Pour les cinétiques sur jus de soja, la 1% dilution a été
réalisée en ajoutant 9 mL d’eau tryptonée au 1 mL de soja fermenté (ou de soja témoin non inoculé)
prélevé a chaque temps avant homogénéisation au vortex.

Ensuite, 50 yL de différentes dilutions ont été déposés en deux séries indépendantes dans une
plague a 12 puits, et a été ajouté 1 mL des milieux gélosés (maintenus en surfusion a 48°C)
correspondant : MRS pH 5,4 pour le LdI1585 ou M17 gélosé + glucose 0,5% (ajouté
extemporanément) pour le LIa7116. Les plagues de 12 puits ont été incubées 48 heures a 30°C
pour LIa7116 et a 43°C pour LdI1585, en anaérobie pour LdI1585. L’'anaérobiose a été créée a l'aide
d’un générateur d’anaérobiose (ATCO Biocult), et validée via la présence d’un indicateur d’oxygéne

(Anaerotest, Merck). Le nombre de CFU/mL a été déterminé selon I'équation suivante :

UFC/mL = Nombre de colonies dénombrées x facteur de dilution x 20



Microscopie optique

Des observations microscopiques optiques ont été réalisées a I'état frais sur le microscope (Olympus
X43) aux grossissements x10, x40, et & x100 (sous huile a immersion, en contraste de phase) aux
temps t0, t8 et t24h & partir de 2 L de culture bactérienne.

Analyses biochimiques

Suivi d’acidification

Les mesures de pH ont été réalisées a partir d'un mL de culture sur milieu de laboratoire, a I'aide
d'un pH-métre (pHmétre Inolab) et sur jus de soja, a I'aide d’un pH-metre pour produits visqueux
(pHmetre PH211, HANNA).

Analyses des acides aminés libres

Les acides aminés libres (AAL) présents initialement dans le jus de soja, et lors de la fermentation
par LIa7116 et LdI1585 ont été analysés par chromatographie échangeuse de cations. Les aliquotes
(10 ml) ont été centrifugés a 8 500 x g pendant 20 minutes a 4°C afin de culotter les bactéries et les
protéines de soja. Les surnageants obtenus a partir des cultures pures de Lla7116 ou LdI1585, des
co-cultures a t16, et des témoins jus de soja non inoculés a t0 et t16 ont servi pour les analyses des
AAL, des sucres et des acides organiques (voir paragraphes suivants). A 950 uL de surnageants,
50 pL d’'une solution d’acide 5-sulfosalicylique dihydraté (SSA, 2M) et de norleucine 250 uM ont été
ajoutés et incubés dans de la glace pendant une heure pour déprotéiniser les échantillons. Ils ont
ensuite été centrifugés a 10 000 x g pendant 10 minutes a température ambiante. Les surnageants
obtenus ont été filtrés a travers d’un filtre 0,20 um (PVDF-20/13, CHROMAFIL Xtra) avant injection
de 100 pl sur colonne échangeuse d’ions dans l'appareil de chromatographie en phase liquide
d’échanges de cations de I'analyseur Biochrom 30+, (Biochrom). La séparation se fait par plateaux
successifs a 50°C, avec des tampons de pH et de force ionique croissante. En sortie de colonne,
les acides aminés sont colorés par réaction avec la ninhydrine (138°C) et détectés a deux longueurs
d’ondes (570 nm et 440 nm). Les étalons de calibration composés ainsi : standard d’acides aminés
libres 200 uM, norleucine (Nleu) 250 uM, SSA 2,5% (p/v), urée 125 uM, glutamine 2,88 mM.

Analyse des sucres

L’analyse des sucres présents dans les jus de soja fermentés ou non a été réalisée par
chromatographie ionique couplée a un détecteur d’ampérométrie pulsée (HPAEC-PAD). Les
échantillons ont été dilués au 2 avec de I'eau ultrapure MiliQ puis transférés dans des cellules
centrifugeables de diafiltration Vivaspin 10,000 MWCO PES (Sartorius), et centrifugés & 6 000 x g
pendant 15 minutes a température ambiante. Le perméat est récupéré et deux séries de dilutions
ont été réalisées, au 1/20°™, et au 1/200°™. 2 ul ont été injectés sur la colonne chromatographique

échangeuse d’ions CarboPac PA210 4um ((4x150 mm), Dionex) de la Chaine ICS-5000+,
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(ThermoFischer) précédée par une pré-colonne de méme phase. Les sucres ont été séparés par
élution isocratique avec une solution de potassium (KOH) 13 mM, avec un débit de 0,2 mL/min. La
détection a été effectuée par ampérométrie pulsée sur électrode d’or. La gamme étalon utilisée était
des solutions de standards de sucres (Sigma Aldrich) dont la concentration était croissante et
linéaire (2, 5, 10 et 20 mg/L).

Analyse des acides organiques

Pour 'analyse des acides organiques présents dans le jus de soja fermenté, 1 mL des filtrats obtenus
précédemment ont été répartis dans des vials 2 mL, et 20 uL d’échantillons ont été analysés par
chromatographie en phase liquide haute performance (Thermofisher), avec une colonne HPX-87H.
la phase mobile utilisait du H.SO4 5 mM a un débit de 0,4 mL/min & 60°C. Deux détecteurs ont été
utilisés, un détecteur UV (Dionex UVD 170U) a 210 nm et un réfractometre. Les gammes de
standards d’acides organiques (Merck/Panreac) ont été préparées en concentration croissante, de
0,03 g/L a 1 g/L et pour 'acide lactique, de 0,03 g/L a 10 g/L.

Analyses protéomiques

Lavage des culots bactériens
Afin de pouvoir récupérer des culots bactériens pour une étude protéomique, il est nécessaire
d’éliminer les protéines qu’elles proviennent des milieux de culture ou du jus de soja. Plusieurs

méthodes ont été utilisées.

A partir des cultures sur milieux de laboratoire

Des cultures bactériennes de LdI1585 (MRS, 43°C) et de Lla7116 (M17+Glucose 0,5%, 30°C) ont
été centrifugées a 12 000 x g pendant 10 minutes a température ambiante afin de culoter les
bactéries. Aprés élimination des surnageants, les culots ont été repris dans 10 mL de tampon
phosphate salin (Phosphate Buffered-Saline (PBS) 1X (NaCl 0,137 M, KCI 0,027 M, Na;HPO.
0,010 M, KH,P0O4 0,015 M, pH 7,2). Trois étapes de lavages ont été réalisées dans les mémes
conditions. Apres la derniere centrifugation, le surnageant était éliminé et les culots placés a -20°C

pour un usage ultérieur.



Lavage des culots bactérien a partir des cultures sur jus de soja

Pour éliminer les protéines de soja plusieurs protocoles ont été testés, comme montré dans le
tableau 2.

Tableau 2 : Tableau récapitulatif des solutions et des parameétres de lavages utilisés pour les essais de lavage
de culots bactériens aprés fermentation du jus de soja a 30°C.

Solution utilisée Parameétres de | Dilution des | Références

centrifugation échantillons bibliographique
Eau citratée (EC) 0,2 M ; pH 7,5 12 000xg ; 10 min ; 20°C | 1/10éme (14)
Eau citratée 1M ; pH 8 32 000xg ; 15 min ; 4°C 1/5¢me (30)
Carbonate de sodium 0,15 M ; pH 9 12 000xg ; 10 min ; 20°C | 1/10éme
Urée 8 M, pH 8,5 12 000xg ; 10 min ; 20°C 1/5éme
Tris 0,1 M + EDTA 1 mM, pH 9 12 000xg ; 10 min ; 20°C (30)
PBS 1X, pH 7,2 12 000xg ; 10 min ; 20°C (36)

Pour les tampons, Tris-EDTA et PBS1X les culots a été repris directement dans 35 mL

Les lavages a l'aide des solutions de Tris 0,1M-EDTA 1mM pH 9 et de PBS 1X ont été réalisées a
la suite des centrifugations avec les solutions d’eau citratée, de carbonate de sodium et/ou d’'urée.
Tous les lavages ont été réalisés dans des falcons 50 mL (volume total 35 mL) pour les
centrifugations a 12 000 x g, ou dans des pots de centrifugation de 250 mL (volume total 100 mL)
pour les centrifugations a 32 000 x g.

Lyse des cellules bactériennes

L’analyse du protéome intracellulaire des bactéries étudiées (Lactococcus lactis Lla7116 et
Lactobacillus delbrueckii ssp. lactis LdI1585, a 16 heures de fermentation) nécessite une lyse des
cellules. Pour cela, les culots bactériens ont été repris dans 1 ml de tampon de lyse (Tris 0,1 M, SDS
0,3%, DTT 0,1M, pH 7,5), et puis congelés a -20°C. Aprés décongélation, 100 uL de PMSF (40 mM),
ont été ajoutés pour inhiber l'activité des enzymes protéolytiques, et les suspensions ont été
vortexées jusqu’a remise en suspension du culot. Les suspensions bactériennes ont a nouveau été
congelées a -20°C, et décongelées a nouveau pour une nouvelle remise en suspension. Cette étape
a été realisée 3 fois. Les suspensions bactériennes ont ensuite été traitées aux ultrasons (Sonicateur
Bioblock Scientific VibraCell) pendant 4 minutes. Les lysats obtenus ont ensuite été transférés dans
des tubes de 2 mL avec des billes en zirconium de 0,1 mm et broyés pendant 30 secondes a 6000
rpm dans un fastprep (broyeur Precellys Evolution) afin de finaliser la casse des cellules. Les débris
cellulaires ont finalement été éliminés par centrifugation a 12 000 x g pendant 10 minutes, a
température ambiante. Le surnageant contenant les protéines bactériennes ainsi obtenu a été

transféré dans des eppendorfs de 2 mL puis conservés a -20°C pour un usage ultérieur.



Vérification des lyses cellulaires et des lavages des culots

Afin de vérifier [lefficacité des différents protocoles de lavage, des électrophoreses
monodimensionnelles SDS-PAGE ont été réalisés selon le protocole de Laemmli (37). Pour cela,
les lysats bactériens obtenus dans la partie précédente ont été dilués au 1/5°™¢ ou au 1/10°™¢ avec
du tampon dénaturant (Tris 1,25M HCI (pH 6,8), SDS 4%, DTT 0,6%, glycérol 20%, Bleu de
Bromophénol 0,01%). Aprés dénaturation (100°C % 3 min), 20 ul d’échantillons ont été déposés par
puits dans un gel prét a 'emploi Criterion TGX (gradient 4-15% acrylamide) (Bio-RAD) et 5 ul d’'un
standard de protéines de masses moléculaires apparentes connues (Precision plus Protein
unstained standards, 250-10 kD, Bio-Rad). La migration des échantillons a été réalisée a 200V
constants pendant 45 minutes avec le tampon de cuve Laemmli 1X (Tris 25 mM, glycine 152 mM,
SDS 0,1% (p/v), pH 8,5). Le gel a alors été rincé a 'eau osmosée, 3 fois. Les protéines ont éteé fixées
dans le gel dans un bain contenant 10% acide acétique pur et 40% éthanol, puis colorées (Bio-Safe
Coomassie G-250 Stain, Bio-RAD). Le gel a ensuite été rincé a 'eau osmosée, jusqu’a complete
décoloration du fond du gel. Les gels ainsi obtenus ont été numérisés et analysés a l'aide d’'un
systéme d’acquisition ChemiDOC MP (BioRad).

Pré-séparation des protéines bactériennes avant trypsinolyse

Afin de concentrer les différentes protéines présentes dans lysat bactérien obtenu précédemment,
il est nécessaire de les faire migrer sur 1 cm de haut dans un gel SDS-PAGE 12% d’acrylamide
(solution 40% acrylamide/bis-acrylamide 29 :1 (BioRad)), Tris-HCI 1,5 M pH 8,8, SDS 10%, APS
(persulfate d’ammonium) 10%(p/v) et TEMED 0,15% (v/v) surmonté d’'un gel a 4% d'acrylamide
(40% acrylamide /bis acrylamide (BioRad), Tris-HCI 0,5 M pH 6,8, SDS 10%, APS 10% et
TEMED). Ces gels ont été coulés dans un systéme d'électrophorese Mini-PROTEAN 3 (Bio-Rad).
20 ul d'échantillons préalablement dénaturés ont été déposés dans les puits. La migration a été
réalisée a 120V, 50 mA jusqu'a ce que le front de migration descende d'environ 1 cm dans le gel

inférieur. Les protéines ont été fixées et colorées comme indiqué précédemment.

Préparation des échantillons et analyses protéomiques

Les gels obtenus précédemment ont été découpés au scalpel, afin de récupérer l'intégralité des
bandes colorées correspondant aux protéines concentrées de I'échantillon. Le protocole suivi pour
réduire, alkyker et hydrolyser les protéines par la trypsine « in-gel » a été décrit par Gaucher et al
2019, et Tarnaud et al 2020 (36, 38). Brievement, il s’agit de traiter le morceau de gel a I'aide d’'une
solution réductrice des ponts disulfure, puis d’'une solution d’alkylation des fonction SH libres, avant
rincage. Le morceau de gel est ensuite traité dans une solution de trypsine avant extraction des

peptides produits.
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Analyse en ElectroSpray (NanolC/MS/MS)

Les peptides obtenus aprés trypsinolyse ont été séparés par chromatographie en phase inverse
(RP-HPLC) a l'aide d’un systéme NanoLC Dionex-U3000-RSLC selon le protocole de Gaucher et al
2019, et Tarnaud et al 2020 (36, 38). Les peptides en sortie de colonne ont été ionisés par une
source d’ionisation electrospray. Les spectres de masse ont été obtenus a l'aide d’'un spectrométre
de masse Qexactive quadripble/orbitrap (Thermo Scientific) dans une gamme de 250 a 2000 m/z.
L’identification des peptides a été effectuée contre la base de données Uniprot (Uniprot.org)
(UP000304984 pour le Lactobacillus delbrueckii ssp lactis et UP000053612 pour le Lactococcus
lactis). La limite de mesure de masse des peptides a été fixée a 10 ppm pour les spectres MS et a
0,05 Da pour les spectres MS/MS.

Analyses statistiques

L’analyse des écarts de variances et normalité des données ont été réalisées a l'aide du logiciel
Rstudios. Les tests statistiques (ANOVA ou Kruskal-Wallis) ont été réalisés a l'aide du logiciel

GraphPad Prism.

Résultats et Discussion

Cette étude a pour objectif de comprendre les interactions en Lactococcus lactis (LIa7116) et
Lactobacillus delbrueckii ssp lactis (LdI1585) dans le cadre d’une co-culture sur jus de soja. Pour
cela, des cinétiques de croissances, accompagnées d’analyses biochimiques et protéomiques ont
été réalisées. Pour réaliser ces analyses, nous avons commencé en préambule par déterminer les

conditions de croissances optimales des deux souches étudiées sur milieu de laboratoire.

Détermination des conditions optimales de croissance sur milieu de laboratoire

Les cinétiques de croissance ont été réalisées pour chague bactérie sur milieu de laboratoire a 30°C,
37°C et 43°C. En effet, ces températures correspondent aux températures optimales de croissance
de ces deux bactéries : 30°C pour la souche Lla7116 et 43°C pour la souche LdI1585 et d’'une

température intermédiaire entre ces deux limites.

Conditions de croissance de Lactococcus lactis sur M17 + glucose

Lactococcus lactis LIa7116 était capable de croitre sur le milieu M17 + glucose 0,5% a 30°C, 37°C
et 43°C de facon similaire comme le montre la Figure 2. En effet, les densités optiques (DO)
observées étaient équivalentes entre les trois températures étudiées (figure 2A). Les DO maximales

atteintes a 24h étaient ainsi de 2,5 a 30°C, contre 2,2 a 43°C. Les bactéries étaient sous forme de
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chainettes de 2 a 4 cellules et avaient la méme morphologie, quelle que soit la température (Figure
2B, C, D).
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Figure 2 : A : Courbes de croissance pour la souche Lactococcus lactis Bioprox 7116 (Lla7116) a 30°C, 37°C
et 43°C sur M17+glucose 0,5%. Observations microscopiques a t24, B : 30°C ; C 37°C ; D : 43°C.

La souche a été inoculée a 2% (v/v). P-value (n=3) : **** < 0,001 ; **< 0,01 ; * < 0,05 ; ns : non significatif. Les
clichés ont été pris au grossissement x100.

Les dénombrements réalisés montrent que la population de LLa7116 était de méme ordre de
grandeur, 1,5.10° UFC/mL (Figure 3), aprés huit heures de culture pour les trois températures. En
revanche, des différences de populations étaient observées aprés 24h de culture. La population de
LLa7116 atteignait environ 2.10° UFC/mL a 30°C, tandis qu’elle n’était que de 4.10” UFC/mL a 43°C
et intermédiaire a 37°C avec une valeur de 1.10” UFC/mL. Ces valeurs sont en accord avec le fait
gue la température de 30°C est la température de croissance optimale de nombreuses souches de

Lactococcus lactis (39).
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Figure 3 : Evolution de la population viable et cultivable de la souche Lla7116 a t0, t8 et t24 de culture sur
milieu M17+glucose 0,5% en fonction de la température de culture, 30°C, 37°C et 43°C.
La souche a été inoculée a 2% (v/v). P-value (n=3) : **** < (0,001 ; ns : non significatif

Enfin, les cinétiques d’acidification (Figure 4) montrent qu’un pH, d’environ 5,75, était atteint aprés

six heures de culture a 30°C, tandis que cette valeur de pH était atteinte plus rapidement, aprés

guatre heures de culture a 37 et 43°C, et restait stable jusqu’a 24 h de culture quelle que soit la

température.
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Figure 4 : Courbes de suivi d’acidification du M17+glucose 0,5% par la souche Lla7116 a 30°C, 37°C, 43°C.
La souche a été inoculée a 2% (v/v). Le témoin M17+glucose 0,5% a été incubé dans les mémes conditions
que les cultures bactériennes, donc aux trois températures étudiées. P-value (n=3) : **** < 0,001. Seuls les

points significativement différents sont indiqués.
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Conditions de croissance du Lactobacillus delbrueckii ssp lactis sur MRS

Lactobacillus delbrueckii ssp. lactis Bioprox 1585 (LdI1585) montre des différences de croissance
sur milieu MRS entre les différentes températures étudiées (Figure 5A). En effet, la phase
stationnaire était atteinte plus lentement quand la température diminuait avec un temps de 10h a
43°C, de 12h a 37°C, et non atteinte en 12h a 30°C. Les valeurs de densité optique a 24h variaient
de la plus faible, DO=5, observée a 30°C a la plus élevée, DO=7, a 43°C et intermédiaire avec
DO=6.3 pour 37°C. De plus, Les dénombrements réalisés montrent que la population de LdI1585 a
24 heures était plus élevée a 30°C par rapport aux deux autres températures (Figure 6). Apres huit
heures de croissance, la population viable de LdI1585 était d’environ 1.108 UFC/mL a 30°C, et plus
haute a 37°C et 43°C, avec une population d’environ 5.108 UFC/mL. Aprés 24 heures de culture, la
population viable de LdI1585 a augmenté a 30°C, jusqu’a 9.108 UFC/mL, contre 5.108 UFC/mL a
37°C et 9.10” UFC/mL a 43°C. La morphologie des bactéries variait en fonction des températures
d’incubation. Aprées 24 heures de culture a 30°C (figure 5B), les bactéries avait une morphologie en
forme de bacille droits, « en batonnets ». A 37°C (figure 5C), on observait toujours des bacilles avec
la morphologie en batonnets, mais certaines bactéries prennaient des formes plus courbées et
s’allongaient. Enfin, a 43°C (figure 5D), la majorité des bactéries observées avaient des
morphologies trés recourbées et étaient plus longues, et on observait des chaines de bacilles.
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Figure 5 : A: Courbes de croissance pour la souche Lactobacillus delbrueckii ssp. lactis Bioprox 1585
(LdI1585) a 30°C, 37°C et 43°C sur MRS. Observations microscopiques a t24, B : 30°C ; C 37°C ; D : 43°C.
La souche a été inoculée a 2% (v/v). P-value (n=3): ***< 0,001 ; ** < 0,01 ; * < 0,05 ; Seuls les points
significativement différents sont indiqués. Les clichés ont été pris au grossissement x100.

14



La population atteinte par LdI1585 a 24 heures est plus élevée a 30°C par rapport aux deux autres
températures (Figure 6). Aprés huit heures de croissance, La population viable de LdI1585 était
d’environ 1.108 UFC/mL a 30°C, tandis qu’on obtenait environ 5.108 UFC/mL a 37°C et 43°C.Aprés
24 heures de croissance, la population viable de LdI1585 avait augmenté a 30°C, jusqu'a 9.108
UFC/mL, contre 5.108 UFC/mL a 37°C et 9.10” UFC/mL a 43°C.

1x109°- .
1 100- m 30°C

110974 m 37°C
11098+ B 43°C
1x1095+
1x10%4-
1x1093+
110924
1x1097+
1x 100904

UFC/mL

® 2 o
Temps (h)

Figure 6 : Evolution de la population viable et cultivable de la souche LdI1585 a tO, t8 et t24 de culture sur
milieu MRS en fonction de la température de culture & 30°C, 37°C et 43°C.
La souche a été inoculée a 2% (v/v). P-value (n=3) : **** < 0,001 ; ** < 0,01 ; * < 0,05 ; ns : non significatif.

Finalement, la cinétique d’acidification (Figure 7) montre des résultats cohérents avec les mesures
de densité optique. En effet, aprés 12 h de culture a 43°C le pH était d’environ 3,9, tandis qu’a ce
méme temps, le pH atteignait 4,1 a 37°C et 4,75 a 30°C. Le pH a 24 heures était de 4,1 a 30°C,

contrairement aux cultures a 37°C et 43°C, pour lesquelles le pH était d’environ 3,9.

Acidification du milieu MRS en fonction de
la température par LdI1585
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Figure 7 : Cinétiques d’acidification du M17+glucose 0,5% par la souche Lla7116 a 30°C, 37°C, 43°C.

La souche a été inoculée a 2% (v/v). Le témoin MRS a été incubé dans les mémes conditions que les cultures
bactériennes, donc aux trois températures étudiées. P-value (n=3) : **** < 0,001 ; ns : non significatif.
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Pour la souche LdI1585, la température optimale de croissance de 43°C permet une croissance plus
rapide, ce qui se traduit par une acidification plus rapide du milieu MRS par rapport aux deux autres
températures. La température de 43°C est dans la gamme de température de culture classiquement
utilisée pour les lactobacilles (40), tandis qu’une croissance a 37°C est utilisée sur MRS (33).
Néanmoins, a 43°C, une baisse de la population viable aprés 24 heures de culture a été observée,
alors que ce phénoméne n'a pas été observé a 37°C ou 30°C. Ceci pourrait étre dd a une
température trop élevée a 43°C, provoquant un stress thermique, en plus d’un stress acide (41-43).
Inversement, la température de 30°C permet une croissance et une acidification plus lentes, mais

sans perte de viabilité des bactéries (Figure 6).

Pour les deux souches, il s’avere que la température de 30°C était un bon compromis pour obtenir
la croissance des deux souches Lla7116 et LdL1585 avec un minimum de perte de viabilité et des
vitesses d’acidification plus faible et comparable entre les deux souches. De plus, la souche LdI1585
maintient une morphologie de bacille droit « en batonnet ». Cette température a donc été choisie

pour évaluer des différences de croissance en culture pures et en co-culture sur le jus de soja.

Etude de croissance des souches LIa7116 et LdI1585 en culture pure et en co-culture sur jus
de soja

Le jus de soja empéche la croissance de Lactobacillus delbrueckii ssp. lactis Bioprox 1585 en culture
pure mais pas en co-culture, tandis que Lactococcus lactis Bioprox 7116 est capable de croitre dans

les deux cas

Afin d’étudier le comportement de LdI1585 et Lla7116 sur jus de soja, des cultures pures des deux
souches étudiées ont été réalisée, a 30°C.
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Figure 8 : Croissance des souches LdI1585 et Lla7116 sur jus de soja en cultures pures ou en co-cultures a
30°C.
Les souches ont été inoculées de facon a étre a 106 UFC/mL a t0. Les analyses statistiques ont été réalisées
pour chaque souche séparément. P-value (n=3) : **** < 0,001 ; **<0,005; ** < 0,01 ; * < 0,05; ns: non
significatif
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Les cinétiques de croissance en cultures pures ou en co-culture montrent des différences de
croissance pour la souche LdI1585 (Figure 8). En effet, elle n’était pas capable de se développer en
culture pure, et la population viable avait méme tendance a décroitre, passant de 2.10° UFC/mL a
t6 a 1.10° UFC/mL a t16. Au contraire, la souche LdI1585 était capable de croitre en co-culture,
passant d’environ 8.108 UFC/mL a t6 a environ 1.108 UFC/mL a t16. Pour la souche Lla7116, une
croissance a été observée en culture pure et en co-culture (Figure 8). Le comportement de la souche
était similaire entre les deux conditions, avec une population viable a t16 plus élevée en co-culture,
environ 1.10° UFC/mL et en culture pure, environ 6.108 UFC/mL. Pour la culture pure de LIa7116, la
croissance était plus lente sur jus de soja par rapport au milieu M17+glucose, la population maximum
étant atteinte apres environ 14 heures de fermentation sur jus de soja contre apres six heures de

culture sur M17+glucose 0,5%
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Figure 9 : Courbes d’acidification du jus de soja par les souches Lla7116 et LdI1585 en cultures pures et en
co-culture a 30°C.

Les souches ont été inoculées de fagon a étre a 108 UFC/mL a t0. Le témoin soja a été incubé dans les mémes
conditions que les cultures bactériennes. P-value (n=3) : ** < 0,01 ; ns : non significatif

De plus, I'acidification du jus de soja (Figure 9) souligne bien l'interaction positive entre les deux
souches. En effet, le pH dans la co-culture a t24 était d’environ 4, tandis qu’il était d’environ 5,5 pour
la culture de LIa7116 et de 6,3 pour la culture de LdI1585. En co-culture, le pH minimum qui était
observé sur milieu de laboratoire pour la souche Lla7116 (5,75) a été atteint entre huit et dix heures
de croissance, mais la population ne chutait pas aprés 24 heures de fermentation en co-culture
(environ 8.108 UFC/mL) malgré un pH bien plus bas qu’en culture pure. Les résultats pour la souche
LdI1585 sont surprenants car cette souche est capable d’hydrolyser les sucres principaux de soja
(16). La souche Lla7116, elle, est capable de se développer en culture pure, alors qu’elle n’est

capable d’utiliser que le saccharose (16).
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Lactobacillus delbrueckii ssp. lactis est capable d’hydrolyser les sucres majoritaires du jus de

soja, Lactococcus lactis n’est capable de métaboliser que le saccharose comme glucide
complexe

Les analyses des sucres présents dans le jus de soja avant et aprés fermentation ont montré que la
souche LdI1585 était capable d’hydrolyser les sucres présents dans le jus de soja (saccharose,
raffinose, stachyose) (Figure 10). En effet, les concentrations en raffinose et stachyose dans le jus
de soja (respectivement environ 2 mmole/L et environ 5 mmole/L) ont diminués respectivement d’'un
facteur 4 et de 2 aprés fermentation par la souche LdI1585 lorsqu’elle est inoculée a 108 UFC/ml en
culture pure pour étre au méme niveau de population qu’en co-cultures (respectivement environ 0,5
mmole/L et environ 2 mmole/L).
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Figure 10 : Concentration en différents sucres dans le jus de soja aprés 16 heures de fermentation par les
souches LdI1585 et LlIa7116 a 30°C.

A : galactose, saccharose, raffinose, stachyose et B : glucose, fructose, verbascose. Les souches ont été
inoculées de facon a étre a 106 UFC/mL a t0. Le témoin soja a été incubé dans les mémes conditions que les
cultures bactériennes. P-value (n=3 et co-culture tig n=2) : **** < 0,001 ; ***< 0,005 ; ** < 0,01; ns: non
significatif. Une inoculation de LdI1585 a 108 (correspondant a la population de LdI1585 a t16 en co-culture) a
éte effectuée afin d’observer les effets sur le milieu du LdI1585 en culture pure.
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En effet, les lactobacilles de I'espéce delbrueckii posseédent des a-galactosidases, permettant
d’hydrolyser les liaisons a-1—6 des oligosaccharides (44). La souche LdI1585 a également été
capable d’hydrolyser le saccharose présent dans le jus de soja (environ 16 mmole/L), cette
concentration était d’environ 12 mmole/L aprées croissance du LdI1585 inoculé a 10® UFC/mL et
d’environ 2,5 mmole/L apres croissance du LdI1585 inoculée a 108 UFC/mL. En revanche, la souche
Lla7116 n’était pas capable d’hydrolyser le stachyose et le raffinose (respectivement environ 2
mmole/L et environ 5 mmole/L pour le témoin soja ou la culture de Lla7116). Elle était néanmoins
capable d’hydrolyser le saccharose, passant de 16 mmole/L dans le jus de soja & 8 mmole/L aprés
16 heures de fermentation par LIa7116. En effet, les bactéries du genre Lactococcus espéces lactis
ont une faible proportion de souches capables d’hydrolyser les a-galactosides, sept souches
positives sur les 30 testées (15). Les bactéries lactiques sont par contre capables d’internaliser le
saccharose par un systeme PTS (phosphotransferase system) spécifique (45). Ainsi, la souche
Lla7116 consommerait le saccharose présent dans le jus de soja, tandis que la souche LdI1585
hydrolyserait le stachyose, le raffinose et le verbascose grace a son activité a-galactosidase, et le
saccharose par une B-fructosidase (15). Ces hydrolyses permettent finalement la production de
glucose, fructose, consommés par les deux souches étudiées et de galactose consommé par
Lla7116.
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Un changement de métabolisme chez Lactobacillus delbrueckii ssp. Lactis et Lactococcus

lactis se produit en co-culture
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Figure 11 : Concentration en (A) lactate, (B) citrate et acétate aprés 16 heures de fermentation du jus de soja
par les bactéries LdI1585 et LIa7116 en cultures pures et en co-culture a 30°C.

Les souches ont été inoculées de fagcon a étre a 108 UFC/mL & t0. Le témoin soja a été incubé dans les mémes
conditions que les cultures bactériennes. P-value (n=3 et co-culture tig Nn=2) : **** < 0,001 ; ***< 0,005 ; ** <
0,01; ns : non significatif. Une inoculation de LdI1585 a 108 (correspondant a la population de LdI1585 a t16
en co-culture) a été effectuée afin d’observer les effets sur le milieu du Ldl1585 en culture pure.

C’est notamment le cas pour la souche LdI1585, ou la consommation du glucose observée
précédemment permettait la production de lactate (environ 75 mmole/L). La souche Lla7116, elle,
ne produisait que peu de lactate, ce qui pourrait indiquer que la fermentation lactique n’avait peu ou
pas lieu; il a été démontré que L. lactis était capable de fermenter le citrate, en lien avec la
production de lactate (46). L. lactis serait donc capable de faire une fermentation mixte, mélant

fermentation du citrate et fermentation du glucose pour produire du lactate et de I'acétate (47). Au
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sein de la co-culture, la présence de Lla7116, qui est aérobie facultative, pourrait permettre de limiter
l'oxygéne dans le jus de soja, permettant la mise en place d’un environnement favorable a la
fermentation lactique pour LdI1585. En revanche, lors de la co-culture, la consommation de citrate
était importante (environ 5,5 mmole/L dans le jus de soja, diminuant a environ 2 mmole/L en co-
culture), et la production d’acétate avait largement augmenté (environ 1 mmole/L dans le jus de soja,
augmentant a 11 mmole/L en co-culture). Cela pourrait étre di & une activité pyruvate kinase décrite
chez L. delbrueckii (48), ou 'O, est utilisé avec le pyruvate pour produire de I'acétylphosphate pour
produire de 'ATP et de I'acétate. Cette protéine a été retrouvée dans le protéome de L. delbrueckii
ssp. lactis lors de I'essai d’analyse protéomique (partie analyse protéomique des résultats). De plus,
L. lactis est capable de convertir le pyruvate en acétoine, en diacétyl et en 2,3-butanediol (48).
L’acétoine peut étre utilisé par le lactobacille pour produire du butanediol, un précurseur de certains
acides aminés. Ce métabolisme intervient notamment dans la réponse a une carence en carbone
(49). Ces hypothéses s’appliqueraient a la co-culture, ou les sources de carbones sont partagées
entre les deux bactéries, il pourrait donc y avoir un phénomeéne de compétition. Ainsi, la fermentation
lactigue pourrait ne s’établir qu'aprés un certain temps de fermentation, avec au début de
fermentation une croissance de Lla7116 qui permettrait de diminuer de la concentration en oxygéne.
Pendant ce temps, LdI1585 produirait de l'acétate a partir du pyruvate, et commencerait la
fermentation lactique dés que la concentration en O aurait suffisamment baissé. Ce pyruvate serait
fourni par LIa7116, qui utilise le citrate. Il serait possible de réitérer ces expériences en mesurant la

teneur en Oz et CO; au cours du temps afin d’affiner cette hypothése.
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Lactobacillus delbrueckii ssp. lactis est capable de libérer une large variété d’acides aminés

dans le jus de soja fermenté, favorisant la croissance de Lactococcus lactis.
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Figure 12 : Concentration en différents acides aminés aprés fermentation du jus de soja par Lla7116 et
LdI1585. Les souches ont été inoculées de facon a étre a 106 UFC/mL a t0. Le témoin soja a été incubé dans
les mémes conditions que les cultures bactériennes. P-value (n=3) : * < 0,05 ; seuls les résultats significatifs
sont montrés. Pour le glutamate, la quantité est sous-évaluée. Une inoculation de LdI1585 a 108
(correspondant a la population de LdI1585 a t16 en co-culture) a été effectuée afin d’observer les effets sur le
milieu du LdI1585 en culture pure.

Les bactéries lactiques sont généralement auxotrophes pour certains acides aminés tels que la
leucine, lisoleucine, la valine, l'arginine ou la méthionine. Sur ces cinq acides aminés, seule
arginine est en quantité élevée dans le jus de soja (figure 12) (environ 170 mg/L). La souche
LdI1585 semblait capable de libérer par protéolyse tous les acides aminés étudiés ; cela est
probablement di au systéme protéolytique important de cette souche ; en effet, la souche LdI1585
a été sélectionnée lors d’un criblage précédent car elle était capable de protéolyser des isolats de
protéines de soja (16). En revanche, la souche LIa7116 n’était pas capable de protéolyser la majorité
de ces protéines. Une confirmation de I'activité protéolytique de la souche LdI1585 et de I'absence
d’activité par Lla7116 est donnée Figure 13 avec le profil électrophorétique des protéines de soja au
cours de la fermentation par LdI1585, Lla7116 ou la co-culture. Sur ce gel, seuls les puits avec la
souche LdI1585 inoculée a 108 UFC/ml et en co-culture montrent une diminution de la quantité de

guelques protéines de soja, indiquées par *.
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Figure 13 : Profil électrophorétique des protéines de soja avant et apres 16 h de fermentation du jus de soja
par Lactobacillus delbrueckii ssp. lactis Bioprox 1585, Lactococcus lactis Bioprox 7116 et la co-culture des
deux bactéries, a 30°C.

Les protéines (24 pg déposés/puits) ont été séparées par électrophorése SDS-PAGE 4-15% d’acrylamide (gel
Criterion TGX Bio-Rad) selon le protocole de Laemmli (37). R1, R2 et R3 correspondent a des réplicas
biologiques; TO et T16 aux temps de fermentation O et 16h; 10° et 108 correspondent a la population
bactérienne présente dans les cultures pures du lactobacille, exprimée en UFC/mL; »* : zone d’hydrolyse des
protéines par le lactobacille seul ou en coculture. Références des protéines de soja selon Shirotani et al, 2021
(50) et Li et al, 2016 (51).

Néanmoins, la souche Lla7116 est capable de se développer en culture pure car elle utilise les
acides aminés présents initialement dans le jus de soja (Figure 12). La présence de peptides dans
le jus de soja (52) pourrait étre aussi une source d’azote que Lla7116 pourrait utiliser pour se fournir
en acide aminés pour lesquels elle est auxotrophe. En co-culture, les peptides issus de la protéolyse
des protéines de soja par LdI1585 pourraient étre également utilisés par la souche Lla7116. Les
résultats obtenus montrent également une production de citrulline (citr, environ 25 mg/L) et
d’ornithine (orn, environ 80 mg/L) dans la culture pure de Lla7116 et dans la co-culture. Ces deux
acides aminés sont produits par le systeme arginine déiminase (53). Ce systéme permet I'hydrolyse
de l'arginine par 'enzyme ADI (arginine déiminase) (retrouvée dans le protéome de L. lactis lors de
l'essai d’analyse protéomique (partie analyse protéomique des résultats)), qui va donner de la
citrulline et de 'ammoniac NHs ; La citrulline est convertie en ornithine et en carbamyl-phosphate par
'enzyme OTC (ornithine transcarbamylase), également retrouvée dans le protéome de Lla7116.
L’ornithine va alors étre exportée par un antiport arginine-ornithine, tandis que le carbamyl-
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phosphate va étre converti en NHs et CO.. Le phosphate va permettre de produire un ATP & partir

d’'un ADP (54). Cela permet de lutter contre un stress acide en consommant des ions H* (49).

Ces différents résultats biochimiques nous permettent de comprendre en partie quels types
d’interaction ont lieu entre L. lactis et le L. delbrueckii ssp. Lactis. La souche de Lla7116 fournirait
du pyruvate et de I'acétoine a la souche LdI1585, en plus de permettre la mise en place d’'une
anaérobiose au moins partielle, favorable au lactobacille. D’'un autre cb6té, LdI1585 fournirait des
peptides et des acides aminés pour lesquels Lla7116 est auxotrophe. LdI1585 pourrait également
fournir du saccharose et du galactose en hydrolysant le stachyose et le raffinose. Ainsi, I'interaction
entre les deux bactéries serait de type mutualisme, cas ou les deux bactéries tirent un bénéfice 'une
de l'autre. Néanmoins, des analyses complémentaires sont nécessaires pour comprendre plus en
profondeur cette interaction. Il serait possible de réitérer les analyses biochimigues en y ajoutant
plusieurs temps, comme notamment le ti, qui correspond a la phase de ralentissement de la
croissance de Lla7116. Cela permettrait de mieux évaluer comment les souches sont capables de
moduler leur métabolisme selon leur stade de croissance. Il serait également possible de rechercher
si des acides organiques comme le pyruvate, ou des composés organiques tels I'acétoine ou le
diacétyl, sont produits afin de confirmer I'intervention du métabolisme du citrate. Une analyse de
l'indice de protéolyse par dosage des groupements NH- libres permettrait de comprendre plus
précisément le niveau de protéolyse des protéines de soja par les deux souches étudiées. Enfin,
une analyse du protéome de Lla7116 et LdI1585 en culture pure et en co-culture permettrait de
mieux comprendre les changements provoqués par la croissance sur jus de soja, en plus de

confirmer ou non les hypothéses faites précédemment.

Les protéines de soja sont en concentration trop élevée par rapport aux protéines

bactériennes, masquant ces dernieres

Afin d’étudier le protéome des souches de L. lactis et de L. delbrueckii ssp. lactis en culture pure et
en co-culture, une premiere étape a été d’éliminer les protéines de soja restantes aprées la
fermentation par les deux bactéries lactiques. Nous avons en effet vu que peu de protéines de soja
étaient hydrolysées par les bactéries pendant la fermentation (Figure 13). Pour cela plusieurs
stratégies ont été mises en ceuvre. Une premiére stratégie était de centrifuger le jus de soja avant
fermentation afin d’éliminer les protéines insolubles dés le départ. Cela ne changeait en rien la
croissance des deux bactéries en co-culture (données non montrées). Pour les lavages, la dilution
au 1/5°™ du soja fermenté dans de I'eau citratée 1M a 32000 x g, 4°C pendant 15 minutes permettait
d’éliminer une maijorité des protéines de soja. Le culot obtenu était ensuite lavé dans la solution de
Tris-EDTA (0,1M et 1 mM) et au PBS 1X (12000 x g, 10 minutes, température ambiante) permettait
d’obtenir un culot bactérien, mais sans pour autant éliminer la totalité des protéines de soja (données

non montrées). Ainsi, la réalisation d’'une étude protéomique des souches LIa7116 et LdI1585 en
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culture pure ou en co-culture est possible, a condition que la concentration en protéines de soja ne
soit pas trop élevée par rapport a la concentration en protéines bactériennes. Aprés élimination des
protéines de soja selon les stratégies décrites ci-dessus, il sera possible de réaliser une étude
protéomique, en faisant une liste d’exclusion dédiée aux protéines de soja pour ne focaliser que sur

les peptides correspondants aux protéines bactériennes.

Une analyse protéomique est possible sur une co-culture de deux bactéries lactiqgues malgré

une différence de niveau de population entre les deux

Un autre obstacle a I'analyse protéomique de la co-culture entre LIa7116 et LdI1585 est la différence
de population entre les deux bactéries. En effet, les résultats des dénombrements vus
précédemment ont montré qu’il y a un log de différence entre le nombre d’'UFC/mL de Lla7116
(environ 10° UFC/mL) et LdI1585 (environ 108 UFC/mL) en condition de co-culture. Des analyses
protéomiques ont déja été réalisées sur des co-cultures (55), mais le fait que les deux bactéries
étudiées soient en concentrations différentes et proches génétiquement pourrait empécher une
analyse du protéome d’une co-culture. Afin de vérifier la faisabilité de cette étude, une analyse
protéomique, préliminaire a I'étude sur jus de soja, a été réalisée sur des mélanges de différents
ratios de LdI1585 et LIa7116, obtenus a partir de culture pur sur milieu de laboratoire (MRS pour
LdI1585 et M17+glucose 0,5% pour Lla7116). Ces cultures ont été mélangées pour obtenir les ratio
LdI1585:LIa7116 voulus, puis centrifugées et les culots lavés comme détaillé précédemment (partie
lavage des culots bactériens a partir des cultures sur milieux de laboratoire du Matériels et
Méthodes).

B LdI1585
n Lla7116

500+

nombre de peptides

ratio Ldl:Lla

Figure 14 : Nombre de peptides détectés pour chaque souche mélangée a différents ratios par spectrométrie
de masse NanoLC-MS/MS.
Seules les protéines pour lesquelles 5 peptides minimum ont été détectés pour une souche et 0 pour l'autre
ont été pris en compte. Nombre de protéines totales détectées : 1359, pour Lla7116 : 701, pour LdI1585 : 658.
En appliquant le critére de sélection précédent, nombre de protéines totales attribuées a Lla7116 : 166 et a
LdI1585 : 222.
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Les résultats obtenus montrent que des peptides appartenant a des protéines de LdI1585 étaient
détectés peu importe le ratio considéré : environ 1300 peptides avec le ratio LdI1585:L1a7116 de
1:1, contre 350 peptides pour le ratio 1:10. Pour LdI1585, 658 protéines ont été prédites, et 1775
peptides ont été détectés aux ratio 1:10, 2486 peptides au ratio 1:5 et 3822 peptides au ratio 1:1. Le
nombre de peptides détectés pour des protéines attribuées a Lla7116 augmentait quand sa
concentration par rapport a celle de LdI1585 augmentait. Pour Lla7116, 701 protéines ont été
prédites, et 3144 peptides ont été détectés pour le ratio 1:1, 3486 peptides pour le ratio 1:5, 5000
peptides pour le ratio 1:10. L'analyse par spectrométrie de masse en tandem pourrait donc étre
réalisable et il serait possible d’attribuer des peptides spécifiques appartenant a des protéines de
LdI1585 méme si sa teneur est 10 fois plus faible dans la co-culture, par rapport a la teneur en
Lla7116.

Conclusion et perspectives

Les résultats obtenus lors de cette étude ont permis de mettre en évidence une interaction positive
entre deux souches de bactéries lactiques, Lactococcus lactis Bioprox 7116 et Lactobacillus
delbrueckii ssp lactis Bioprox 1585 au cours de la co-fermentation de jus de soja. Une interaction de
type mutualisme semble s’établir entre les deux souches, ou la premiére fournirait du pyruvate et de
de l'acétoine, et permettrait la mise en place d’une anaérobiose, favorisant la croissance de la
deuxiéme. L. delbrueckii ssp lactis hydrolyserait les galacto-oligosaccharides présents dans le jus
de soja, libérant du galactose, assimilable par Lactococcus lactis. L. delbrueckii ssp lactis fournirait
également des acides aminés et des peptides provenant de la protéolyse des protéines de soja.
Cette étude permet donc de confirmer I'intérét d’'une co-culture de ces deux bactéries lactiques dans
le cadre de la conception de produits fermentés a base de jus de soja. L'impact positif démontré de
Lactococcus lactis sur Lactobacillus delbrueckii ssp lactis permet d’obtenir un produit fermenté
pauvre en a-galactosides, responsables d’inconforts digestifs. Ces premiers résultats permettent
donc de mettre en avant l'utilisation de bactéries lactiques pour fermenter une base végétale, sans
aucun ajout d’additif, de texturant ou d’arbmes pour créer un produit s’'inscrivant dans un contexte
de transition alimentaire vers une alimentation plus équilibrée. Les propriétés immunomodulatrices
des souches de ferments ayant été établies lors du criblage préliminaire de ces souches (16), ces
résultats ouvrent également des perspectives de développement de produits fermentés probiotiques

innovants.
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Résumé

Nous consommons de plus en plus de produits végétaux qu’il est possible de fermenter par des
bactéries lactiques afin d'obtenir un produit fermenté aux propriétés organoleptiques
agréables/améliorées et limitant les flores pathogénes. Parmi eux, les Iégumes secs sont riches en
protéines, sont une ressource fermentable par les bactéries lactiques. Plusieurs souches de
bactéries lactiques, sont nécessaires au sein d’'une co-culture, afin de répondre a tous les critéres
exigés. Cette étude propose d’étudier les interactions entre deux bactéries lactiques Lactococcus
lactis Bioprox 7116 (LIa7116) et Lactobacillus delbrueckii ssp. lactis Bioprox 1585 (LdI1585) sur une
matrice végétale, le jus de soja et d’évaluer les critéres pour les favoriser. Des suivis de croissance
et d’acidification ont été réalisés sur milieux de laboratoire et jus de soja, et des études de
métabolomiques ciblées (acides organiques, acides aminés libres et sucres dans le milieu fermenté)
ont permis de déterminer des pistes de compréhension de la modulation positive des activités des
deux souches étudiées. Les interactions observées se basent sur le métabolisme du carbone et sur
les auxotrophies des acides aminés. LdI1585 hydrolyse les galacto-oligosaccharides comme le
stachyose et le raffinose, donnant du galactose, assimilable par Lla7116. LdI1585 protéolyse les
protéines du soja, donnant des acides aminés pour lesquels Lla7116 est auxotrophe. Ces résultats
permettent d’ouvrir des pistes de compréhension des interactions positives entre bactéries lactiques
possibles dans des matrices végétales, afin de produire des aliments végétaux fermentés novateurs
dans le cadre d’'un changement des modes de consommation.

Mots-clés : bactéries lactiques, fermentation, produit végétal, métabolomique, protéomique
Abstract

We are consuming more and more vegetable products, which can be fermented by lactic acid
bacteria, leading to a product with pleasant organoleptic properties and protects foodstuffs from
pathogenic flora. Pulses are rich in protein, and can be fermented by lactic acid bacteria.
Fermentation generally involves two or more lactic acid bacteria within a co-culture to fulfill all the
required criteria. This study investigate the interactions between two lactic acid bacteria,
Lactococcus lactis Bioprox 7116 (LIa7116) and Lactobacillus delbrueckii ssp. lactis Bioprox 1585
(LdI1585) on a vegetable media, soymilk, and requirements to promote them. Growth and
acidification studies were monitored on laboratory media and soymilk, and targeted metabolomics
(organic acids, free amino acids and sugars in the fermented medium) provided clues to understand
the positive modulation of the activities of the two strains studied. The interactions observed are
based on carbon metabolism and amino acids auxotrophy. LdI1585 hydrolyze galacto-
oligosaccharides like stachyose and raffinose, releasing galactose which can be assimilated by
Lla7116. LdI1585 proteolyze soy proteins, yielding amino acids for which Lla7116 is auxotrophic.
These results give new clues to understand the positive interactions between lactic acid bacteria in
vegetables matrices, likely leading to produce innovative fermented plant-based foods in the context
of changing consumption patterns.

Key words : lactic acid bacteria, fermentation, soymilk, metabolomics, proteomic



