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RESUME 

 

Le Bikalga est un condiment obtenu par fermentation naturelle et alcaline des graines 

d’oseille (Hibiscus sabdariffa) au Burkina Faso. La technologie de production est non 

standardisée et varie d’une productrice à l’autre, entrainant ainsi une instabilité de la qualité 

nutritionnelle et hygiénique du produit fini. Afin de sélectionner des starters de 

microorganismes pour une production contrôlée du Bikalga, 13 souches de Bacillus spp. ont 

été caractérisées par leurs propriétés antimicrobiennes, leur capacité à produire des 

bactériocines et des lipopeptides, leur résistance aux antibiotiques et leur capacité à survivre 

en condition acide et en présence de bile.  

Les Bacillus spp. ont au préalable été différenciés grâce au séquençage du gène gyrB en 

Bacillus subtilis ssp. subtilis (six souches), Bacillus licheniformis (quatre souches) et Bacillus 

amyloliquefaciens ssp. plantarum (trois souches). L’activité antimicrobienne des souches a 

été évaluée par des méthodes de diffusion en milieu gélosé contre une gamme variée de 40 

indicateurs de microorganismes pathogènes comprenant neuf souches de Bacillus cereus, huit 

souches de Salmonella spp., quatre souches de Listeria monocytogenes, deux souches de 

Micrococcus luteus, trois souches de Yersinia spp., deux souches de Shigella spp., une souche 

de Escherichia coli, une souche de Staphylococcus aureus, quatre souches de Candida spp., 

deux souches de Saccharomyces spp. et quatre souches de Penicillium spp. Les résultats ont 

permis de sélectionner une souche de B. subtilis ssp. subtilis (H4) pouvant inhiber la 

croissance de bactéries pathogènes Gram-positifs et trois souches de B. amyloliquefaciens 

ssp. plantarum (A4, I8, G3) pouvant inhiber la croissance de souches pathogènes de 

Penicillium spp. et de bactéries pathogènes Gram-positifs et gram-négatifs. A la différence de 

H4, les souches A4, I8 et G3 ont également été capables de produire des substances 

inhibitrices contre B. cereus en utilisant comme seul substrat pour leur croissance, un 

bouillon préparé à base de graines broyées d’H. sabdariffa.  

La caractérisation de la substance antimicrobienne produite par B. subtilis ssp. subtilis H4 a 

montré qu’elle était sensible à l’action enzymatique de la protéase et de la trypsine, indiquant 

sa nature protéique. Il s’est avéré que cette protéine possède un fragment de sucre, un 

fragment de lipide et des ponts disulfures. Les analyses PCR ont mis en évidence les gènes de 

biosynthèse des bactériocines subtilosine et subtiline, ainsi que des lipopeptides surfactine et 

plipastatine dans le génome de H4. La Chromatographie Liquide à Haute Performance-
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Spectrométrie de Masse (HPLC-MS) a permis d’identifier des surfactines et une protéine de 

masse monoisotopique de 3346,59 Da, différent de la masse molaire de la subtilosine et de la 

subtiline. Ce résultat, en plus des caractéristiques de cette bactériocine montre que H4 

pourrait produire une nouvelle bactériocine.  

Les caractéristiques de la substance antimicrobienne produite par les B. amyloliquefaciens 

ssp. plantarum étaient par contre différentes de celle produite par B. subtilis ssp. subtilis H4. 

En effet, elle a été résistante à l’action de toutes les enzymes utilisées qui comprenaient la 

trypsine, la papaïne, la protéase, la protéinase K, la catalase, la lipase II et l’α-amylase. 

L’ activité antimicrobienne n’était pas non plus détectable par SDS-PAGE confirmant la 

nature non protéique des composés produits. Les trois souches ne possédaient pas de gènes de 

biosynthèse de bactériocines comme H4, mais uniquement des gènes de biosynthèse de 

lipopeptides (iturine, bacillomycine, mycosubtiline, surfactine et fengycine), de polykétides 

(difficidine, macrolactine et bacillaene) et de la dipeptide bacilysine. L’analyse HPLC-MS a 

permis d’identifier les lipopeptides iturine, surfactine et fengycine. 

Dans la présente étude, les souches de B. amyloliquefaciens ssp. plantarum A4, I8, G3 étaient 

résistantes à seulement quatre antibiotiques (bacitracine, flavomycine, synercide et tiamuline) 

des 24 antibiotiques testés pendant que B. subtilis ssp. subtilis H4 était sensible à seulement 

deux antibiotiques à savoir la flavomycine et la sulphaméthoxazole. Elles peuvent donc être 

considérées saines par rapport au risque de transfert de résistance aux antibiotiques à d’autres 

bactéries incluant les pathogènes. Leur bonne capacité à résister au pH acide et à la bile 

montre qu’elles pourraient survivre au passage du tractus gastro-intestinal.  

Au regard de tous ces résultats, les souches de B. amyloliquefaciens ssp. plantarum A4, I8, 

G3 et de B. subtilis ssp. subtilis H4 peuvent être retenues comme de potentiels candidats pour 

la mise au point de starters en vue d’une fermentation contrôlée et optimisée du Bikalga. 

 

Mots clés : Hibiscus sabdariffa, Fermentation, Bacillus spp., starter, activité antimicrobienne, 

bactériocine, lipopeptide, résistance aux antibiotiques, acide, bile.  
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ABSTRACT 

 

Bikalga is an alkaline fermented food condiment processed from the seeds of Hibiscus 

sabdariffa in Burkina Faso. The processing method used is not standardized and varies from 

one processor to another, thereby leading to product with inconsistent quality attributes. In 

order to select suitable starter cultures for a controlled fermentation of Bikalga, 13 Bacillus 

spp. were characterized regarding their antimicrobial properties, their capacity to produce 

bacteriocins and lipopeptides, their antimicrobial resistance profile as well as their resistance 

to acid and tolerance to bile. 

The Bacillus spp. were first differentiated based on gyrB gene sequencing as Bacillus subtilis 

ssp. subtilis (six strains), Bacillus licheniformis (four strains) and Bacillus amyloliquefaciens 

ssp. plantarum (three strains). Antimicrobial activity of all Bacillus spp. was evaluated by 

agar spot and agar well diffusion assays against a panel of 40 indicators organisms including 

nine strains of Bacillus cereus, height strains of Salmonella spp., four strains of Listeria 

monocytogenes, two strains of Micrococcus luteus, three strains of Yersinia spp., two strains 

of Shigella spp., one strain of Escherichia coli, one strain of Staphylococcus aureus, four 

strains of Candida spp, two strains of Saccharomyces spp. and four strains of Penicillium 

spp. Results allowed selection of B. subtilis ssp. subtilis (H4) inhibiting growth of Gram-

positive bacteria and B. amyloliquefaciens ssp. plantarum A4, I8 and G3 inhibiting growth of 

pathogenic Penicillium spp. and both Gram-positive and Gram-negative pathogenic bacteria. 

The three B. amyloliquefaciens ssp. plantarum were also able to produce antimicrobial 

activity against B. cereus using as only substrate for their growth H. sabdariffa grinded seeds 

based broth.  

The characterization of the produced antimicrobial substances showed that B. subtilis ssp. 

subtilis H4 antimicrobial substance was sensitive to the enzymatic action of protease and 

trypsine, indicating its proteinaceous nature. Treatment with α-amylase and lipase II resulted 

in a complete loss of inhibitory activity, indicating that a sugar moiety and a lipid moiety are 

necessary for the activity effect. Treatment with mercapto-ethanol resulted in a significant 

loss, indicative of the presence of disulfide bridges. PCR detection of yiwB, sboA, albA and 

spaS, etnS genes and genes coding for surfactin and plipastatin (fengycin) indicated a 

potential for subtilosin, subtilin and lipopeptides production, respectively. High performance 
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liquid chromatography-mass spectrometry (HPLC-MS) analysis allowed identification of 

surfactin and a protein with a monoisotopic mass of 3346.59 Da, which is dissimilar in size to 

subtilosin and subtilin. This result, in addition to its characteristics indicates that the 

bacteriocin produced by H4 may be novel. 

The characteristics of antimicrobial substances produced by the three B.amyloliquefaciens 

ssp. plantarum were however different from those produced by H4. Indeed, they were 

resistant to the proteolytic enzymes trypsin, papain, protease and proteinase K, and to 

catalase, lipase II and α-amylase. In addition, the antimicrobial activity could not be 

visualized by SDS-PAGE, confirming the non-proteinaceous nature of the produced 

compounds. PCR results revealed that the three isolates have potential for the lipopeptides 

iturin, fengycin, surfactin, the polyketides difficidin, macrolactin, bacillaene and the 

dipeptide bacilysin production. HPLC-MS analysis of antimicrobial substance allowed 

identification of iturin, surfactin and fengycin. 

The studied Bacillus spp. were also examined for their antimicrobial resistance profile, their 

resistance to acid and tolerance to bile. It was found that Bacillus amyloliquefaciens ssp. 

plantarum A4, I8 and G3 were resistant to only four antimicrobials (bacitracin, flavomycin, 

synercid and tiamuline) of the 24 antimicrobials tested while B. subtilis ssp. subtilis H4 was 

resistant to only two antimicrobials (flavomycin, and sulphamethoxazol). These isolates may 

therefore be considered safe regarding the risk to transfer antimicrobial resistance to 

commensal or pathogenic bacteria. Furthermore, they survived in pH 2.5 and 0,3% bile over 

4 h at 37°C indicating that they may be able to survive in the gastro-intestinal tract 

conditions.  

Regarding all these results, B. amyloliquefaciens A4, I8 and G3 and B. subtilis H4 can be 

considered as potential candidates to constitute a consortium of starter cultures for the control 

and optimization of Hibiscus sabdariffa seeds fermentation into Bikalga. 

 

Keywords: Hibiscus sabdariffa, fermentation, Bacillus spp., starter, antimicrobial activity, 

bacteriocin, lipopeptide, antimicrobial resistance, acid, bile.  
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La fermentation est l’une des plus anciennes méthodes de 

transformation/conservation des produits alimentaires utilisée par l’Homme. De nos 

jours, l’importance de la fermentation dans l’alimentation humaine se traduit par la 

diversité de produits fermentés développés tant au niveau des ménages que des 

unités artisanales et industrielles (Motarjemi, 2002). L’émergence des aliments 

fermentés est due non seulement à leurs avantages sur le plan conservation et 

sécurité sanitaire mais aussi à leurs attributs nutritionnel et sensoriel appréciés par 

les consommateurs. Dans la plupart des pays en développement, les aliments 

fermentés, obtenus essentiellement par des méthodes traditionnelles, contribuent 

jusqu’à plus de 60% de l’alimentation des populations (Holzapfel et al., 1995). 

Le Burkina Faso est un pays soudano-sahélien à vocation agricole avec une 

population estimée en 2006 à 14 017 262 habitants dont 46,4% vivent sous le seuil 

de la pauvreté (MEF, 2011). L’alimentation des populations, comme dans la plupart 

des régions d’Afrique de l’Ouest y est essentiellement basée sur les produits riches 

en amidon tels que le maïs, le sorgho, le riz, le manioc et les ignames (Dakwa, 

2005). La consommation de ces aliments ne permet cependant pas de couvrir les 

besoins quantitatifs et qualitatifs en protéines, lipides et micronutriments. En 

conséquence, les malnutritions protéino-énergétiques et les carences en 

micronutriments demeurent des défis majeurs à relever (Nanama, 1998). En 2011 

par exemple, les prévalences de la malnutrition aigüe, de l’insuffisance pondérale et 

de la malnutrition chronique au Burkina Faso ont été estimées respectivement à 10,5 

%, 31,4 % et 28,8 % (Coulidiati, 2011). Il est donc nécessaire d’équilibrer les rations 

par l’apport d’aliments riches en protéines et économiquement accessibles. Il existe 

une grande variété d’aliments locaux qui pourraient contribuer à résoudre ces 

problèmes de malnutrition. C’est le cas des protéines végétales traditionnellement 

fermentées pour produire des condiments utilisables dans l’alimentation en raison de 

leur haute valeur nutritive et de leurs propriétés organoleptiques.  

Au Burkina Faso, le plus connu de ces condiments fermentés est sans contexte le 

Soumbala, obtenu par une fermentation naturelle des graines de néré 

(Parkiabiglobosa). A côté du Soumbala, il existe d’autres condiments traditionnels 

fermentés tous aussi riches en protéines tels que le Bikalga (graines d’oseille 

fermentées) et le Maari (graines de baobab fermentées). Le Bikalga (nom mooré) ou 
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Dâtou (nom Dioula), obtenu par une fermentation naturelle des graines d’oseille 

(Hibiscus sabdariffa), est le second condiment traditionnel le plus consommé au 

Burkina Faso. Il est très utilisé pour rehausser le goût des sauces et pour améliorer 

la qualité nutritionnelle des repas pauvres en protéines (Bengaly, 2001). Cet aliment 

est également connu dans d’autres pays africains sous diverses appellations telles 

que Mbuja au Cameroun, Furundu au Soudan, Datou au Mali et Dawadawa bosto au 

Niger (Yagoub et al., 2004) où il est utilisé dans la préparation des mets. Au Bénin, 

par contre deux produits issus de la fermentation naturelle des graines d’H. 

sabdariffa nommés Yanyanku et Ikpiru sont utilisés comme additifs traditionnels 

dans la fermentation des graines de néré (Agbobatinkpo et al., 2011).  

Le Bikalga est une source importante de protéines (26-37%), de lipides (17-24%), de 

glucides (13-22%) et de sels minéraux (5-13%) (Bengaly, 2001 ; Yagoub et al., 

2004 ; Parkouda et al., 2008). Les protéines du Bikalga renferment tous les acides 

aminés reconnus essentiels par la FAO (Bengaly, 2001 ; Yagoub et Mohamed 

2008). Selon une étude menée par Bengaly et al. (2006), le Bikalga pourrait être un 

bon candidat pour l’enrichissement des régimes alimentaires en fer et en zinc. 

Certaines ethnies au Burkina Faso utilisent le Bikalga pour soigner l’hypertension 

artérielle, la diarrhée, les plaies, etc (Parkouda et al., 2008). Les principales étapes 

de la production du Bikalga comprennent un nettoyage des graines, une cuisson en 

milieu alcalin et généralement deux phases de fermentation naturelle (Parkouda et 

al., 2008). L’étude de la microbiologie du Bikalga a montré que Bacillus subtilis et 

Bacillus licheniformis étaient les microorganismes prédominants (Ouoba et al., 

2008).  

Malgré sa grande valeur nutritive, la production du Bikalga, comme celle du 

Soumbala et du Maari reste artisanale avec des équipements rudimentaires et une 

fermentation incontrôlée. Ceci a pour conséquence, une variation de la stabilité et de 

la qualité des produits finis, rendant de ce fait ces condiments peu compétitifs vis-à-

vis des condiments importés, d’où la nécessité d’améliorer les techniques de 

production.  Un des facteurs importants de cette amélioration est le développement 

et l’utilisation de starters de microorganismes bien identifiés et bien définis pour une 

fermentation contrôlée (Holzapfel, 1997 ; Achi, 2005). Dans cette perspective, des 

travaux antérieurs ont proposé des cultures starters de Bacillus spp. pour une 
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fermentation contrôlée du Soumbala (Ouoba, 2003) et du Maari (Kaboré, 2012). 

Cependant, aucun travail de recherche ne s’est jusqu’à présent intéressé à 

l’amélioration de la qualité du Bikalga qui pourtant est le second condiment 

traditionnel le plus consommé au Burkina Faso. C’est dans ce contexte que la 

présente étude a été entreprise afin de caractériser les souches dominantes de 

Bacillus spp. isolées du Bikalga en vue de la mise au point de cultures starters pour 

une production contrôlée. 

Plus spécifiquement, les objectifs suivants ont été fixés : 

-Examiner les propriétés antimicrobiennes des souches dominantes de Bacillus spp. 

isolées du Bikalga ; 

-Isoler, caractériser et identifier les composés antimicrobiens produits ; 

-Déterminer la résistance des souches dominantes de Bacillus spp. du Bikalga aux 

antibiotiques ainsi que l’effet de l’acide et de la bile sur ces bactéries.  

-Capitaliser les connaissances sur les microorganismes responsables de la 

fermentation des graines d’oseille ; 

-Sélectionner des souches de Bacillus spp. pouvant être utilisées comme cultures 

starters pour une fermentation contrôlée du Bikalga. 

Le présent document est subdivisé en trois chapitres. Le premier chapitre aborde la 

synthèse bibliographique. Les aspects méthodologiques sont traités dans le second 

chapitre tandis que le troisième chapitre présente les résultats obtenus et leur 

discussion.  

 

 

 

 

 

 



5 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

CHAPITRE I: SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE 
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1.1 Description botanique de la plante d’ Hibiscus sabdariffa L. 

Hibiscus sabdariffa L. est une plante herbacée annuelle appartenant à la famille des 

Malvaceae. Elle est largement distribuée dans les zones tropicales et subtropicales 

et est connue sous divers noms en français : oseille de Guinée, oseille rouge, thé 

rose d’Abyssinie, karkadé ou carcadé, roselle ou bissap. Au Burkina Faso, cette 

plante est abusivement appelée oseille en français. En mooré on l’appelle bidgo 

(singulier) ou bito (pluriel) et en dioula dâ ou dâkumu (Abu-Tarboush et al., 1997 ; 

Morton, 1987; Nacoulma-Ouédraogo, 1996). Hibiscus sabdariffa est également 

présent dans d’autres pays tels que l’Inde, la Malaisie, la Thaïlande, l’Arabie 

Saoudite, le Nigeria, la Tanzanie, la Jamaique, etc où il est connu sous diverses 

appellations (Endrias, 2006). Plus de 500 espèces d’Hibiscus sont connues dans le 

monde. La majorité des variétés sont utilisées comme plantes ornementales à 

l’exception de l’espèce H. sabdariffa dont deux variétés ont été identifiées : Hibiscus 

sabdariffa variété altissima et H. sabdariffa variété sabdariffa L. (Kerharo et Adams 

1974; Morton, 1987). McClintock (2004) a distingué ces deux variétés d’H. sabdariffa 

en variété blanche et variété rouge. 

Hibiscus sabdariffa L. est décrit comme une plante qui peut atteindre 1 à 2 m de 

haut et plus suivant les types de l’espèce et les modes de culture (Photo 1a). Sa tige 

robuste est verte ou rouge, glabre ou hispide selon les variétés. Elle porte des 

feuilles alternes dont le limbe présente un polymorphisme relatif ; il est généralement 

trilobé et denté. Les fleurs (Photo 1b), réparties le long de la tige ont de 7 à 10 cm de 

diamètre ; elles sont axillaires de couleur jaune-crème possédant une corolle à cinq 

pétales et un calice (photo 1c) à cinq sépales qui prennent la couleur de la tige. 

A maturité, le fruit capsulaire entouré par le calice persistant devenu charnu, 

renferme des graines à deux cotylédons limitées par un tégument pectino-

cellulosique résistant (Fortin et al., 1997 ; Kerharo et Adams, 1974). Les graines sont 

ovoïdes et de teinte brune (Photo 1d). A partir d’un échantillon de 1000 graines, il a 

été mesuré que la graine d’ H. sabdariffa avait un diamètre moyen principal de 5,6 

mm, un diamètre intermédiaire de 5,2 mm et minimal de 2,8 mm (Omobuwajo et al., 

2000). 

Au Burkina Faso la plante d’H. sabdariffa est communément cultivée en bordure des 

champs de brousse et dans les champs autour des habitations. Elle est également 



7 

 

exploitée en culture maraîchère. Les variétés blanche et rouge sont les plus 

emblavées et leur culture est essentiellement réalisée pour la fourniture de légumes-

condiments. 

          

            

Photo 1  : Plante d’H. sabdariffa. (a) : Aspect général du plant variété rouge, (b) : fleur, (c) : calices, 
(d) : graines (Compaoré C.S) 

 

Hibiscus sabdariffa est emblavé en cultures pluviales et de contre saison. 

L’utilisation de ses graines dans la préparation du Bikalga constitue un grand 

avantage en termes de disponibilité de la matière première. Ses graines sont plus 

disponibles que celles du néré (Parkia biglobosa). Ces dernières étant des produits 

de cueillette, il se pose de plus en plus un problème de disponibilité déterminé par 

divers facteurs dont le vieillissement des arbres producteurs, qui en plus ont un long 

cycle de développement (Ferre et Muchnik, 1992).  

 

1.2 Composition et principales utilisations 

1.2.1 Composition biochimique 

a 

d 
c 

b 
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1.2.1.1 Composition des graines 

Les graines d’H. sabdariffa sont protégées par un tégument pectino-cellulosique 

épais limitant les échanges. Cela explique en partie leur faible teneur en eau (7-

12%). Elles sont principalement constituées de protéines (22-33%), de lipides (20%) 

et de 25-30% de glucides (El-Adawy et Khalil, 1994; Hainida et al., 2008; Parkouda 

et al., 2008). La teneur en protéine des graines d’H. sabdariffa est très proche de 

celles de l’okra (Hibiscus esculentus) et de l’huile de coton (Gossypium sp) selon 

Çaliçir et al. (2005). Elles constituent donc une source potentielle de protéines pour 

l’alimentation humaine. 

La concentration totale en acides aminés essentiels de la référence protéique de la 

FAO est de 36 g 100 g-1, alors qu’elle est de 39,5 g 100 g-1  de protéine pour les 

graines d’oseille. Les acides aminés essentiels et majoritaires des graines sont les 

acides glutamique, aspartique, la phenylalanine, la leucine et l’arginine (Al-Wandawi 

et al., 1984; El-adawy et Khalil, 1994; Hainida et al., 2008). Selon le modèle de 

référence de la FAO (FAO/WHO, 1991) et la plupart des auteurs (Al-Wandawi et al., 

1984; El-Adawy et al., 1994; Pu, 1996; Hainida et al., 2008), les acides aminés 

limitant seraient la valine, l’isoleucine, la méthionine et le tryptophane, tandis que 

tous les acides aminés soufrés ne le seraient pas. La teneur en lysine des graines 

est identique à celle de la protéine de référence de la FAO. Ces protéines pourraient 

donc être utilisées pour équilibrer les régimes alimentaires pauvres en lysine comme 

ceux basés sur le maïs (Nanaman, 1998; Nanaman et al., 1999). C’est le cas du tô 

de maïs qui constitue l’aliment de base de certaines régions du Burkina (Nanama, 

1998).  

Avec une teneur moyenne de 20%, la graine d’H. sabdariffa présente une richesse 

en huile proche de celles d’autres graines comme celles de la tomate (Lazos et al., 

1998) ou celles des graines de baobab (Diop et al., 2005). En plus donc de leur 

bonne valeur protéique, ces graines représentent une source potentielle de lipides 

pour l’alimentation humaine (Pu, 1996). L’huile brute des graines contient plus de 

70% d’acides gras insaturés. L’acide linoléique est le plus abondant (39%) suivi de 

l’acide oléique à une concentration de 31%. L’acide palmitique (21%) et l’acide 

stéarique (6%) sont les acides gras saturés les plus abondants. Les propriétés 

physico-chimiques de l’huile brute révèlent que l’huile a un indice de saponification 
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élevé mais un indice d’iode faible (Abu-Tarboush et al., 1997; Mohamed et al., 

2007). L’huile des graines d’oseille a une teneur importante en tocophérol (2000 

mg/kg en moyenne) comprenant la gamma-tocopherol (74,5%), l’alpha-tocophérol 

(25%) et le delta-tocophérol (0,5%) et constitue ainsi une bonne source 

d’antioxydants liposolubles (Mohamed et al., 2007). Le tableau I donne la 

composition en acides aminés et en acides gras des graines d’H. sabdariffa.  

Tableau I  : Composition en acides aminés et en acides gras des graines d’H. sabdariffa (Al-
Wandawi et al., 1984 ; El-Adawy et Khalil, 1994 ; Abu-Tarboush et al., 1997) 

Acides aminés (mg/g)  Acides gras (%)  

Alanine  4,37 Myristique 0,31 

Acide aspartique  10,64 Palmitique 21,65 

Arginine  10,58 Palmitoléique 0,44 

Cystine  2,65 Stéarique 5,47 

Acide glutami que 22,47 Oléique 30,90 

Glycine  4,69 Linoléique 39,16 

Histidine * 2,35 γ-linolénique 0,57 

Isoleucine * 3,25 Arachidique 0,72 

Leucine * 6,80 Eicosénoïque 0,08 

Lysine * 5,51 Eicosatriénoïque 0,34 

Méthionine * 1,25 Behénique 0,37 

Phénylalanine * 5,18   

Prol ine  3,72   

Sérine  4,48   

Thréonine * 3,80   

Tryptophane  0,51   

Tyrosine * 3,46   

Valine * 3,57   

* : Acides aminés essentiels 

Source: Cissé et al. (2009) 

 

Les graines d’H. sabdariffa ont des teneurs moyennes en glucides de 30%. Pu les a 

estimés entre 39,5 et 42,6% en incluant les insolubles (Pu, 1996). Ces teneurs sont 

plus élevées que celle des graines de Parkia biglobosa (12%) (Laokole, 1994; 

Odunfa, 1985). Elles sont proches de celles relevées dans le soja (Glycine max) 

(32%) (Gauthier et al., 1996). Le sucrose et l’amidon sont les sucres dominants; ils 
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représentent à eux deux près de 90% des sucres, fibres exclus. Les graines d’H. 

sabdariffa se caractérisent par une forte teneur en fibres. Elles renferment environ 

12% de cellulose et l’insoluble formique (cellulose + lignine) avoisine le seuil de 23% 

(El-Adawy et Khalil, 1994; Pu, 1996). 

Les concentrations de sels minéraux des graines d’oseille sont de l’ordre de 7 à 12% 

(El-Adawy et Khalil, 1994; Bengaly, 2001). Le potassium est l’élément minéral 

dominant avec des concentrations de l’ordre de 23 g/100g de cendres brutes. 

Ensuite viennent le sodium (11 g/100 g), le magnésium (8 g/ 100 g) et le calcium (7 

g/ 100 g). Le manganèse (0,07 g/100 g), le fer (0,14 g/ 100 g) et le zinc (0,07 g/ 100 

g) sont présents en faible quantité et seules des traces de cuivre ont été relevées 

(El-Adawy et Khalil, 1994; Pu, 1996; Bengaly, 2001). Au regard de cette composition 

en sels minéraux, certains auteurs ont préconisé son utilisation comme complément 

des farines boulangères en éléments minéraux notamment en calcium (El-Adawy et 

Khalil, 1994). 

La graine d’H. sabdariffa contient plus de 25 composés volatiles dont des 

hydrocarbures, des alcools et des aldéhydes (Jirovetz et al., 1992). Ces composés 

sont importants pour l’arôme de l’huile dont la typicité peut être mise à profit en 

cuisine.  

 

1.2.1.2 Composition des autres parties de la plante 

Les feuilles d’H. sabdariffa contiennent une quantité non négligeable de protéines 

comparables au standard de l’OMS (Sena et al., 1998). Sena et ses collaborateurs 

(1998) ont également mentionné que les feuilles d’Hibiscus pourraient constituer 

potentiellement une bonne source de fer, calcium, magnésium et zinc. Elles 

contiennent également des acides organiques (acide ascorbique, tartrique, citrique, 

malique, oxalique...), des alcaloïdes, des triterpènes, des saponosides et du 

mucilage (Fortin et al., 1997; Kerharo et Adams 1974). Ces feuilles constituent une 

bonne source de nutriments, c’est pourquoi elles entrent dans l’alimentation des 

populations des pays producteurs (Diouf et al., 2007; Kahane et al., 2005). 

Les fleurs d’H. sabdariffa renferment de l’acide hibiscique, des flavonoïdes 

(gossypétine, hibiscétine, sabdarétine), des hétérosides (gossytrine, hibistrine, 
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hibiscine), de la phytostéroline et de la cire (Fortin et al., 1997; Kerharo et Adams 

1974).  

Les calices d’H. sabdariffa constituent la partie la plus importante de la plante du 

point de vue économique dont la composition varie suivant la variété, la zone 

géographique de production, le climat, les conditions de culture, etc. Ils sont riches 

en acides organiques dont les acides succinique, ascorbique, oxalique, tartrique et 

malique (Daffallah et Al-Mustafa 1996; Wong et al., 2002). Les sucres présents dans 

les calices sont constitués de glucose (sucre majoritaire), fructose et saccharose 

(Wong et al., 2002). L’élément minéral dominant dans les calices est le calcium. Les 

calices d’H. sabdariffa contiennent également des mucilages, des pectines, ainsi que 

tous les acides aminés essentiels (El-Adawy et Khalil, 1994; Tsai, 1995). L’une des 

caractéristiques d’H.sabdariffa est également sa richesse en anthocyanes (calices 

rouges) dont la teneur peut atteindre 1,5 g. kg-1de calices secs, teneur comparable à 

la mûre et supérieure à la plupart des autres végétaux comestibles (Mazza et 

Miniati, 2000). L’activité antioxydante des anthocyanes confère aux boissons à base 

d’H. sabdariffa des propriétés antioxydantes intéressantes (Tsai et al., 2002; Wang 

et al., 2000). Les calices d’H. sabdariffa renferment également les vitamines B1, B2, 

B3, C et D (Fortin et al., 1997).  

 

1.2.2 Principales utilisations de la plante d’ Hibiscus sabdariffa 

1.2.2.1 Utilisations alimentaires 

Les graines d’H. sabdariffa sont riches en protéines et sont essentiellement utilisées 

pour la fabrication de condiments traditionnels par cuisson puis fermentation. Au 

Burkina Faso, l’utilisation la plus commune des graines est la préparation du Bikalga. 

Au Bénin, le Yanyanku et l’Ikpiru sont deux produits obtenus par cuisson puis 

fermentation des graines d’H. sabdariffa et qui sont utilisés comme additifs 

fonctionnels dans la fermentation des graines de Parkia biglobosa pour produire 

respectivement le Sonru et l’Iru qui sont des condiments très populaires (Azokpota et 

al., 2006; Agbobatinkpo et al., 2011). Au Nord du Nigeria, les graines d’oseille sont 

fermentées en présence de quelques épices pour préparer un condiment connu 

sous le nom de Mungza ntusa (Omobuwajo et al., 2000). Au Soudan, elles sont 

utilisées pour élaborer un produit de remplacement de la viande appelé viande 
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d’oseille, le Furundu, qui est traditionnellement préparé en faisant fermenter pendant 

9 jours les graines préalablement cuites (Yagoub et al., 2004). L’huile des graines 

est traditionnellement utilisée en cuisine au Tchad, en Tanzanie et en Chine 

(McClintock et El Tahir, 2004). 

Les feuilles d’oseille sont très utilisées dans la cuisine traditionnelle africaine. Elles 

sont particulièrement appréciées pour leur goût acidulé lié à la présence de 

nombreux acides organiques (Fortin et al., 1997). Au Burkina Faso, au Niger et au 

Mali, elles sont bouillies pour fabriquer des sauces accompagnant différents plats à 

base de céréales et de tubercules (McClintock et El Tahir, 2004; Sarni-Manchad et 

Cheynier, 2006; Sena et al., 1998). Au Sénégal, ces feuilles sont utilisées pour 

préparer une sauce aigre, épaisse, appelée bëkëj, servie avec le riz et le poisson. 

Au Burkina Faso, la culture en contre-saison d’H. sabdariffa dans les jardins 

maraîchers est essentiellement destinée à la fourniture des feuilles utilisées comme 

légumes-condiments des sauces. 

Les calices du fruit sont utilisés dans la préparation de boissons désaltérantes et 

tonifiantes sans alcool (jus, thé, sirop, ...), de vin, de confiture, de gelée, de desserts, 

(Abu-Tarboush et al., 1997; McClintock et El Tahir, 2004; Mounigan et Badrie, 2007). 

Les extraits de calices sous forme de filtrat concentré ou de poudre séchée sont 

utilisés comme colorant naturel dans les industries alimentaires (pâtisserie, jus de 

fruits, boissons, etc.) et pharmaceutiques (Endrias, 2006). 

 

1.2.2.2 Utilisations médicinales 

L’espèce H. sabdariffa a de nombreuses propriétés thérapeutiques. Elle est utilisée 

dans la plupart des médecines traditionnelles aussi bien dans les pays du Sud que 

dans les pays du Nord (Cissé et al., 2009). En médecine traditionnelle chinoise, les 

calices rouges d’H. sabdariffa sont utilisés sous forme d’infusion dans le traitement 

de l’hypertension. Plusieurs études ont mis en évidence que la consommation 

d’extrait d’H. sabdariffa diminuerait de manière significative la tension artérielle chez 

des sujets hypertendus (Farji et Tarkhani, 1999; Haji et Haji, 1999; Hirunpanich et 

al., 2006). L’extrait des calices d’hibiscus est considéré comme angioprotecteur par 

sa teneur en anthocyanosidols. L'α-tocophérol, présent en quantité importante dans 
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l'huile d'hibiscus, possède une activité vitaminique E qui lui confère des propriétés 

antioxydantes bénéfiques pour la santé. Ces molécules jouent un rôle dans la 

prévention contre les maladies cardiovasculaires, et particulièrement l'athérosclérose 

(Leger, 2000). L’extrait d’hibiscus est également utilisé pour lutter contre les 

maladies cardiovasculaires et hépatiques (Ali et al., 2003; Christiana et al., 2006) et 

pour soigner l’anémie (Falade et al., 2005). Il possède une activité anti-

spasmodique, antimicrobienne et antifongique (D’Heureux-Calix et Badrie, 2004; 

Palé et al., 2004). Les calices en décoction sont utilisés comme diurétiques et 

antiseptiques.  

Les préparations à base de feuilles sont utilisées pour soigner les plaies et les 

ulcères (Kerharo et Adams, 1974; Nacoulma/Ouédraogo, 1996). L’extrait de feuilles 

d’hibiscus posséderait aussi un fort pouvoir antioxydant qui permettrait la 

dégradation du cholestérol LDL (Chen et al., 2005) et pourrait donc être utile dans la 

prévention des maladies cardiovasculaires.  

 

1.3 Fermentation alimentaire 

La préparation et la consommation des aliments fermentés datent depuis la période 

de la préhistoire. En effet, des méthodes de fermentation du lait, de la viande, du 

poisson, des légumes et des céréales ont été décrites depuis des civilisations et les 

écrits les plus récents apparus au Moyen Orient, datent de 6000 ans avant Jésus 

Christ (Blandino et al., 2003). 

La fermentation résulte de l’activité microbienne, laquelle a une grande incidence 

d’une part sur la qualité intrinsèque de la denrée alimentaire qui peut être améliorée 

ou altérée et d’autre part sur sa qualité sanitaire et sa durée de conservation. Ainsi, 

Steinkraus (1996) définissait les produits fermentés comme des substrats 

alimentaires envahis par des microorganismes comestibles dont les enzymes 

caractéristiques transforment les macromolécules en métabolites non toxiques avec 

l’apparition de flaveurs, d’arômes et de textures agréables et attrayants pour la 

consommation humaine. Par contre, si les produits issus de l’action enzymatique 

des microorganismes dégagent des odeurs désagréables, indésirables ou des 

flaveurs non attrayants, ou si ces produits sont toxiques ou sont à l’origine de 

maladies, ils sont alors dits altérés ou pourris. Diverses fermentations sont mises en 

œuvre dans le domaine alimentaire et les principales sont : 
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-la fermentation alcoolique par l’action des levures dans le cas des vins, bières 

modernes, bières traditionnelles ; 

-la fermentation lactique avec les bactéries lactiques comme principaux 

microorganismes, qui concerne les produits laitiers, les produits à base de céréales, 

les produits végétaux ; 

-la fermentation acétique par des bactéries du genre Acetobacter pour la production 

du vinaigre ; 

-la fermentation alcaline résultant de la production de peptides, d’acides aminés et 

d’ammoniac par des bactéries du genre Bacillus dans le cas des poissons et des 

graines légumineuses. 

De nombreux effets bénéfiques sont attribués à la fermentation de manière générale 

et à la fermentation alcaline en particulier. Ce sont entre autres : l’enrichissement 

des aliments en nutriments essentiels, la sécurité sanitaire des aliments, 

l’augmentation de la durée de conservation, l’amélioration de la digestibilité et de la 

comestibilité, l’amélioration des caractéristiques organoleptiques, la réduction de la 

durée de cuisson (Odunfa et Oyewole, 1998 ; Ouoba, 2003).  

 

1.4 Fermentation traditionnelle alcaline en Afrique 

La fermentation alcaline est définie comme un procédé de fermentation durant lequel 

le pH du substrat augmente jusqu’à des valeurs alcalines pouvant atteindre 9 

(Omafuvbe et al., 2000). Cette augmentation du pH est due à la dégradation des 

protéines en peptides, acides aminés et ammoniac grâce à l’action des 

microorganismes fermentaires (Kiers et al., 2000) ou au traitement alcalin subit par 

le substrat pendant la préparation (Wang et Fun, 1996).  

Dans la plus part des pays africains, les condiments issus de la fermentation alcaline 

de graines riches en protéines sont communs et constituent une part importante de 

l’alimentation (Dakwa et al., 2005 ; Odunfa, 1998). Ils sont qualifiés d’aliments 

indigènes ou traditionnels dû au fait que leur préparation date des temps 

préhistoriques. En raison de leur haute valeur nutritive et de leurs propriétés 

organoleptiques, ils sont largement utilisés dans la préparation de plusieurs mets 

(Odunfa et Oyewole, 1998).  
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Généralement, les graines sont naturellement fermentées par les microorganismes 

de l’environnement de production. Les microorganismes responsables de cette 

fermentation sont des bactéries du genre Bacillus principalement Bacillus subtilis 

(Odunfa, 1981; Parkouda et al., 2010).  

Les produits de la fermentation alcaline peuvent être considérés comme des 

substituts de protéines de viande puisqu’ils contiennent des acides aminés 

semblables à ceux de la viande une fois digérés dans le tractus intestinal 

(Streinkraus et al., 1986). Dans beaucoup de pays africains, la malnutrition due au 

déficit de protéines est un problème majeur. Les protéines végétales fermentées 

offrent donc de grandes possibilités intéressantes en tant que sources principales de 

protéines et en tant que suppléments alimentaires (Odunfa et Oyewole, 1998). Ils 

peuvent ainsi aider à l’élimination de la malnutrition et d’autres insuffisances 

alimentaires dans les pays en voie de développement. C’est ce qui explique l’intérêt 

scientifique accru pour ces produits ces dernières années.  

 

1.5 Condiments fermentés alcalins d’Afrique et principaux microorganismes 

associés 

En Afrique, les condiments fermentés alcalins sont généralement préparés à partir 

de graines d’arbres sauvages (Parkia biglobosa, Prosopis africana, Adansonia 

digitata, ...) ou de graines de plantes cultivées (Hibiscus sabdariffa, Glycine max, 

citrullus vulgaris...). Ces condiments, obtenus par une fermentation naturelle sont 

connus sous diverses appellations selon les régions (Tableau II). Il a été rapporté 

que les Bacillus spp. sont les principaux microorganismes impliqués dans la 

fermentation de ces graines (Tableau II). Outre le genre Bacillus spp., le genre 

Staphylococcus spp., Micrococcus spp., des bactéries lactiques, etc ont été 

identifiés dans les condiments fermentés alcalins d’Afrique (Ndir et al., 1997 ; 

Azokpota et al., 2006 ; Mohamadou et al., 2007 ; Parkouda et al., 2010).  

Au Burkina Faso, les plus populaires de ces condiments sont le Soumbala (graines 

fermentées de Parkia biglobosa), le Bikalga (graines fermentées d’Hibiscus 

sabdariffa) et le Maari (graines fermentées d’Adansonia digitata). La biodiversité 

microbienne de ces condiments a été étudiée et il est ressortit que les principaux 

germes identifiés dans le Soumbala étaient B. subtilis, Bacillus pumilus, Bacillus 

cereus et Brevibacillus bortilensis avec B.subtilis et B. pumilus étant les germes 

majoritaires (Ouoba et al., 2004). Quant au Bikalga, les travaux de Ouoba et al. 
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(2008) ont montré que sa fermentation était dominée par B. subtilis et B. 

licheniformis. Les autres genres de Bacillus identifiés dans le Bikalga étaient B. 

pumilus, Bacillus badius, Bacillus sphaericus, Bacillus fusiformis, B. bortilensis. Les 

travaux de Bengaly (2001) ont rapporté qu’en plus du genre Bacillus spp., le genre 

Staphylococci était présent dans le Bikalga. L’étude sur la microbiologie du Maari 

(Parkouda et al., 2010) a montré que la fermentation des graines de baobab était 

initiée par les bactéries aérobies mésophiles (BAM) identifiées comme B. subtilis 

(82% des BAM) et Staphylococcus sciuri (18% des BAM). Des bactéries lactiques 

apparaissaient après 24 h de fermentation et demeuraient jusqu’à la fin de la 

fermentation avec comme espèce prédominante Enterococcus faecium. Les 

microorganismes secondaires identifiées dans le Maari étaient constitués de B. 

pumilus, B. licheniformis, Bacillus megaterium, Bacillus circulans, B. cereus, 

Lysinibacillus sphaericus, Staphylococcus gallinarum, Acinetobacter calcoaceticus, 

Enterococcus casseliflavus, Pediococcus acidilacti et Corynebacterium sp. 

(Parkouda et al., 2010). 
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Tableau II : Exemples de condiments fermentés africains et les principaux microorganismes impliqués 

Matière première Nom  Pays/régions Principaux microorganismes Références 
Graines de néré (Parkia 
biglobosa) 

Soumbala Burkina Faso B. subtilis, B. pumilus 

 

Ouoba et al., 2004; Sarkar et 
al., 2002 

Dawadawa (Iru) Nigeria B. subtilis Jideani et Okeke, 1991; Sanni 
et al., 2000 

Afitin, Iru, Sonru Benin B. subtilis, B. licheniformis, Azokpota et al., 2007 
Netetu Senegal B. licheniformis, B. coagulans, B. 

subtilis 
Ndir et al., 1994; Ndir et al., 
1997 

Graines d’oseille 
(Hibiscus sabdariffa) 

Bikalga Burkina Faso B. subtilis, B. licheniformis Ouoba et al., 2008 
Furundu Soudan Bacillus spp., Yeast and Mould Yagoub et Mohamed., 2008 
Mbuja Cameroun Bacillus spp., bactéries lactiques Mohamadou et al., 2007; 2008 

Graines de baobab 
(Adansonia digitata) 

Maari Burkina Faso B. subtilis, Staphylococcus sciuri, 
Enterococcus faecium 

Parkouda et al., 2010 

Graines de soja  

(Glycine max) 

Soy-dawadawa Ghana B. subtilis Dakwa et al., 2005 
Soyadawadawa Nigeria B. subtilis Jideani et Okeke, 1991; Dike 

et Odunfa, 2003 
Prosopis africana Okpehe Nigeria B. subtilis, B. licheniformis, B. 

pumilus 
Oguntoyinbo et al., 2007 

Graines de Pentaclethra 
macrophyla 

Ugba Nigeria B. subtilis (Sanni et al., 2000) 

Graines de Ricinus 
communis 

Ogiri Nigeria  B. subtilis, B. licheniformis, B. 
metaterium 

Jideani et Okeke, 1991 

Graines de coton 
(Gossypium hirsutum L.) 

Owoh Nigeria B. subtilis, B. licheniformis, B. 
pumilus, Staphylococcus sp.  

Sanni et Ogbonna, 1991 



18 

 

1.6 Le Bikalga 

Le Bikalga (nom moaga) est un condiment traditionnel obtenu par fermentation 

naturelle des graines d’H. sabdariffa. Il est connu au Burkina Faso sous divers noms 

vernaculaires : Dâtou en dafing, Ganyiri-Kôlo en bissa, et Kiri-Tiin en samo. Il est 

consommé dans d’autres pays africains dont le Niger, le Mali, le Cameroun et le 

Soudan où il est connu sous diverses appelations telles que Mbuja au Cameroun, 

Furundu au Soudan, Datou au Mali et Dawadawa bosto au Niger.  

 

1.6.1 Méthode de production 

Suivant les régions du Burkina Faso, en particulier les ethnies, les techniques 

traditionnelles de préparation du Bikalga présentent des variations plus ou moins 

notables (Bengaly, 2001). Mais de manière générale, on distingue les étapes ci-

dessous (Figure 1) : 

-Le prétraitement (nettoyage) des graines  : les graines d’H. sabdariffa sont 

manuellement triées pour enlever les cailloux et les diverses impuretés. Ensuite elles 

sont décortiquées par pilage au mortier-pilon ; Ce pilage permet d’éliminer 

l’enveloppe externe laissant apparaître des téguments luisants. Le son et les 

impuretés légères (glumes, résidus de paille…) sont alors éliminés par vannage. Les 

graines pilées subissent 2 à 3 lavages successifs à l’eau au cours de laquelle les 

meilleures graines sont sélectionnées par gravimétrie. Les graines perforées ou 

immatures qui surnagent sont éliminées avec les autres impuretés légères pendant 

que les cailloux qui sédimentent sont également éliminés (Bengaly, 2001; Parkouda 

et al., 2008). 

-La cuisson des graines: les graines nettoyées sont cuites à l’eau pendant 12-24 

heures en fonction de l’intensité du feu (tiges de mil ou fagots de bois) (Parkouda et 

al., 2008). La durée de la cuisson est également dépendante de l’état de maturité 

des graines et de leur durée de conservation (Bengaly, 2001). Dans le procédé 

décrit par Bengaly (2001), les graines d’H. sabdariffa sont cuites pendant une 

période de 10-12 h. Les graines sont cuites lorsqu’elles se laissent écraser 

facilement entre deux doigts. D’autres critères tels que l’odeur, la couleur ou la 
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présence de graines éclatées sont également utilisés (Bengaly, 2001 ; Parkouda et 

al., 2008).  

De la potasse traditionnelle (lyxifiats de cendre) est très fréquemment ajoutée aux 

graines pendant la cuisson. Ce produit alcalinisant est obtenu à partir de la cendre 

de tiges de millet par des techniques traditionnelles. Selon les productrices son ajout 

a pour but d’accélérer la cuisson. Ces observations peuvent se justifier par l’effet des 

pH extrêmes sur les polymères organiques. En effet, les propriétés alcalinisantes de 

la potasse sont utilisées pour hâter la libération de substances mucilagineuses, 

hydrolyser les saponosides, alcaloïdes et autres hétérosides contenus dans les 

légumes et les graines (The Merck Index, 1996). L’hydrolyse des polysaccharides 

peut entraîner une solubilisation partielle qui accélère la cuisson comme l’a montré 

Martin-Cabrejas et ses collaborateurs sur les graines de Phaseolus vulgaris (Martin-

Cabrejas et al., 1999). Selon les travaux de Bengaly (2001), le relèvement des 

teneurs en sels minéraux en particulier des teneurs en potassium dans le Bikalga est 

essentiellement lié à l’ajout de potasse traditionnelle. 

Le traitement thermique que les graines d’oseille subissent peut provoquer divers 

types de transformations des nutriments. En effet la cuisson à l’eau entraîne 

l’hydrolyse des liaisons osidiques, des di et polysaccharides des glucides 

(Ekpenyong et Borchers, 1980). Cette hydrolyse est favorisée en milieu alcalin. Les 

traitements thermiques entraînent aussi la dénaturation des macromolécules 

protéiques. Cette dénaturation est liée à la destruction de la configuration native des 

protéines. Par cette dénaturation, les cuissons augmentent la valeur nutritive des 

aliments (Fagbemi et al., 2005; Giami, 2005). Les inhibiteurs trypsiques sont 

également inactivés par la chaleur, ce qui augmente la digestibilité des protéines 

(Ekpenyong et Borchers, 1980; El-adawy, 2002). La cuisson favorise également 

l’absorption d’eau. Ce phénomène est influencé par l’hydroscopicité des protéines 

(Pilosof et al., 1982). Les coques des graines sont ainsi ramollies par l’hydratation 

créant de ce fait des conditions favorables à l’action des enzymes microbiennes. Les 

lipides et les sels minéraux peuvent également subir des transformations lors de la 

cuisson en milieu alcalin. 

La cuisson à l’eau pourrait donc contribuer à augmenter la qualité nutritionnelle des 

graines d’oseille et à les rendre plus aptes à la consommation humaine en réduisant 

les teneurs en facteurs antinutritionnels (polyphénoles et phytates) et en augmentant 
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la digestibilité des protéines (El-Adawy, 2002; Fagbemi et al., 2005; Giami, 2005; 

Yagoub et al., 2004). Cette étape de cuisson pourrait aussi contribuer à sélectionner 

les microorganismes thermorésistants tels que les spores de Bacillus spp. (Azokpota 

et al., 2006; Ouoba et al., 2008). 

-La fermentation: les graines cuites sont essorées et mises à fermenter dans un 

récipient fermé (canaris, paniers et autres plats). Certaines préparatrices placent des 

feuilles de Lannea microcarpa au fond du récipient. Ces feuilles pourraient limiter la 

déshydratation et assurer une oxygénation du substrat au cours de la phase initiale 

de la fermentation (Bengaly, 2001). 

La fermentation est effectuée en une ou deux phases selon la productrice. Dans le 

premier cas, les graines sont fermentées pendant 3 à 4 jours et sa bonne conduite 

est estimée par la forte odeur complexe de type ammoniacale qui se dégage à la fin 

du processus. Les graines fermentées sont alors broyées par pilage au mortier-pilon 

et cuites à la vapeur sous forme de boules. 

Cependant pour plusieurs productrices, la fermentation se fait en deux phases: 

pendant la première phase, les graines sont mises à fermenter dans un panier ou un 

récipient aéré pendant 2 à 3 jours. Puis les graines sont écrasées par pilage au 

mortier-pilon et malaxées avec de la potasse (lyxifiats de cendre) et de l’eau. La pâte 

obtenue est alors soumise à la fermentation dans une enceinte fermée pendant 1 à 

2 jours. A la fin de cette seconde fermentation le produit acquiert une très forte odeur 

ammoniacale caractéristique. La pâte fermentée est conditionnée en petites boules 

avant la cuisson à la vapeur qui peut durer toute une nuit (Bengaly, 2001; Parkouda 

et al., 2008). Cette étape est très importante car déterminante dans la durée de vie 

du Bikalga. Il est en effet admis que ce type de traitement inhibe les activités 

enzymatiques, la prolifération des souches mésophiles et détruit une bonne partie de 

la flore asporogène (Abu-Tarboush et Ahmed, 1996). Cela autorise une meilleure 

conservation et garantit une certaine innocuité sur le plan microbiologique (Guiraud, 

1998).  
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Graines d’ Hibiscus sabdariffa  

                                        Dépelliculage par pilages et vannage             son, paille, sable... 

    Graines dépelliculées                       

                                                            Lavages à l’eau          graines perforées, cailloux... 

Graines nettoyées et sélectionnées 

    Potasse traditionnelle                    Cuisson à l’eau (12-24 h) 

                                                           Graines cuites 

 

                           Fermentation                                 Première fermentation   

                                 (3-4 jours)                                                  (2-3 jours) 

 

                            Broyage                                                Broyage          Potasse traditionnelle 

                             Moulage                                               Moulage 

                        Cuisson à la vapeur                            Deuxième fermentation (1-2 jours) 

                            Séchage                                                Moulage 

                             Bikalga                                             Cuisson à la vapeur 

                                                                                           Séchage 

                                                                                           Bikalga 

 

Figure 1: Diagramme technologique de production du Bikalga  

Source : Parkouda et al., 2008 

-Le traitement des graines fermentées : après la cuisson à la vapeur, le Bikalga 

frais est séché au soleil. Le séchage peut durer de 1 à 3 jours selon la saison 

(intensité du soleil). Le produit obtenu après le séchage correspond au Bikalga sec 
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(Photo 2) prêt à être utilisé comme condiment dans les sauces accompagnant le Tô 

(pâte de farine de céréales), le couscous, le riz et autres plats à base de céréales. Il 

est couramment conditionné en sachet de 25 Frs CFA pour la vente sur la place des 

marchés. Contrairement au Soumbala qui est directement utilisé dans les repas, le 

Bikalga sec est d’abord mis à macérer dans de l’eau chaude ou froide pendant 

quelques minutes. Après tamisage, le macérât est utilisé comme eau de cuisson des 

sauces et le résidu essentiellement constitué de téguments des graines est rejeté.  

 

Photo 2: Bikalga sec (Compaoré C.S.) 

 

1.6.2 Changements physico-chimiques au cours de la fermentation 

- Evolution du pH : le pH des graines d’H. sabdariffa augmente après la cuisson 

(Bengaly, 2001; Parkouda et al., 2008), probablement dû à l’ajout de potasse mais 

également à la libération de composés acidiques dans l’eau de cuisson (Yagoub et 

al., 2004). Il augmente de plus de 8 après la première fermentation. Cela pourrait 

s’expliquer par l’activité protéolytique des microorganismes tels que les souches de 

Bacillus responsables de la fermentation (Ouoba et al., 2008) qui dégradent les 

protéines en peptides puis en acides aminés. Une partie de ces acides aminés est 

dégradée pour produire des composés tels que l’ammoniac (NH3) responsable de 

l’augmentation du pH (Ibrahim et Antai, 1986; Kiers et al., 2000). Cependant après la 

deuxième fermentation on observe une stabilisation et parfois une légère diminution 

du pH, cette diminution est beaucoup plus prononcée après la cuisson à la vapeur et 

le séchage où le pH peut baisser jusqu’à 6,1 (Parkouda et al., 2008). Les travaux de 
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Yagoub et al. (2004), de Yagoub et Mohamed (2008) et de Bengaly (2001) ont 

également rapporté une augmentation du pH des graines d’hibiscus après la cuisson 

et une diminution après la fermentation. Cette diminution pourrait être due à une 

acidogenèse liée à la fermentation des glucides au regard des teneurs en glucides 

très élevées dans les graines d’H. sabdariffa (Bengaly, 2001). Harper et Collin 

(1992) ont noté l’augmentation d’une production d’acide acétique suivie d’une 

diminution du pH lors de la production du Furundu. 

- Teneurs en éléments minéraux : une augmentation significative des teneurs en 

sels minéraux particulièrement les teneurs en potassium, sodium et calcium est 

observée dans les graines fermentées. Cette augmentation est essentiellement liée 

à l’ajout de la potasse traditionnelle qui est riche en éléments minéraux (Bengaly, 

2001 ; Parkouda et al., 2008). L’augmentation de la quantité de sels minéraux 

pourrait aussi être la conséquence de l’hydrolyse des acides oxalique et phytique 

(Uwaegbute, 1996). 

- Teneurs en protéines : Parkouda et al (2008) ont trouvé que la fermentation 

entrainait une légère diminution du taux de protéines des graines d’H. sabdariffa (de 

28,69% à 26,47%). Cette diminution a été attribuée à une légère perte de nitrates 

selon Harper et Collin (1992) qui ont mentionné une évolution similaire du taux de 

protéines au cours de la fermentation du Furundu. Cependant Bengaly (2001) a noté 

une augmentation de 5% du taux de protéines totales au cours de la fermentation 

des graines d’H. sabdariffa pour produire le Bikalga. Yagoub et Mohamed (2008) ont 

également rapporté une augmentation du taux des protéines totales (32,28% à 

33,03%) pendant la fermentation du Furundu. Ce relèvement des taux de protéines 

totales est une propriété classique des fermentations alimentaires et les souches du 

genre Bacillus sont particulièrement impliquées dans cette protéogenèse (Jideani et 

Okere, 1991 ; Odunfa et Oyewole, 1986). 

- Teneurs en lipides  : le taux de lipides augmente légèrement après la fermentation 

des graines d’H. sabdariffa (21,93 à 23,19) selon Parkouda et al. (2008) et serait dû 

à l’utilisation sélective des hydrates de carbones par la microflore durant la 

fermentation. Une légère augmentation du taux de lipides reportée comme non 

significative a également été observée pendant la fermentation du Furundu (Harper 

et Collin, 1992 ; Abu-Tarboush et al., 1997). Cependant, les travaux de Bengaly 

(2001) ont révélé que le taux de lipides des graines d’H. sabdariffa ne variait pas 

avec la fermentation.  
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- Teneurs en glucides totaux : le taux de sucre totaux diminue durant la 

fermentation du Bikalga, de 10% selon Bengaly (2001) et jusqu’à 50% selon 

Parkouda et al. (2008). Cette diminution qui a également été observée pendant la 

fermentation du Furundu (Yagoub et al., 2004) serait liée à deux facteurs : la longue 

cuisson pendant laquelle une certaine quantité de carbohydrates solubles est perdue 

dans l’eau de cuisson et la fermentation durant laquelle les carbohydrates sont 

hydrolysés en sucres réducteurs facilement utilisables par les microorganismes 

comme source d’énergie (Odunfa, 1985 ; Yagoub et al., 2004).  

- Evolution des facteurs antinutritionnels : les travaux de Bengaly et al. (2006) 

ont montré que la cuisson et la fermentation entrainait une diminution significative 

(70% en moyenne) des teneurs en facteurs antinutritionnels tels que les 

polyphénoles et les acides phytiques des graines d’H. sabdariffa. Des résultats 

similaires avaient été rapportés par Yagoub et al. (2004), cependant les taux de 

réduction étaient beaucoup plus faibles (par exemple 13% de réduction du taux en 

acides phytiques). La production de phytases bactériennes pourrait être responsable 

de la diminution des teneurs en acides phytiques (Ortwin et Igbasan, 2002). La 

diminution des teneurs en polyphénoles serait liée à une libération de polyphénoles 

pendant la cuisson ou à un changement de leur réactivité chimique et la formation 

de complexes insolubles avec les protéines due au pH alcalin (Jyoti et Sumathi, 

1995). Les pertes de composés dans les eaux de cuisson avaient été mentionnées 

(Duhan et al., 2002). La réduction des teneurs en acides phytiques et en 

polyphénoles grâce à la cuisson en milieu alcalin et la fermentation améliorerait la 

biodisponibilité du fer et du zinc du Bikalga (Bengaly et al., 2006).  

 

1.6.3 Valeur nutritive du Bikalga  

Le Bikalga est une source importante de protéines (26-37%). Il contient 17 à 24% de 

lipides et 13 à 22% d’hydrates de carbone (Tableau III). Il contient 5 à 13% de sels 

minéraux dont le plus abondant est le potassium (1063-1532 mg/100g MS) (Tableau 

IV). Le Bikalga est également une bonne source de calcium (303-344 mg/100g MS) 

pour l’alimentation humaine. Comme le montre le tableau IV, tous les 9 acides 

aminés reconnus essentiels par la FAO (FAO, 1991) sont présents dans le Bikalga. 
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Tableau III  : Valeur nutritive en protéines, lipides, sucres et sels minéraux du Bikalga 

Nutriments  Bengaly, 2001  Yagoub et 

al., 2004 

Parkouda et al ., 

2008 

%Proté ines  31,08-37,84 28,66 26,47 

%Lipides  17,95-21,92 24,6 23,19 

%Sucres Totaux  16,32-22,43 22,77 13,17 

%Sels minéraux  6,12-13,05 5,52 9,03 

 

Tableau IV :  Composition en acides aminés et en sels minéraux des graines fermentées 
d’H. sabdariffa 

Acides aminés   Eléments minéraux (mg/100g MS) 
(Bengaly et al ., 2006)  Bengaly, 2001 

(g/100gMS) 
Yagoub et 
Mohamed, 2008 
(g/100g protéines) 

 

Glycine  1,66-1,81 5,83  Calcium 303-344 
Alanine  1,60-1,75 5,00  Magnésium 340-459 
Valine*  1,63-1,79 5,66  Sodium 450-501 
Leucine*  2,38-2,64 7,73  Potassium 1063-1532 
Isoleucine*  1,18-1,30 4,13  Fer 6,50-8,33 
Sérine  1,67-1,80 4,26  Manganèse 3,13-4,11 
Thréonine*  1,06-1,21 3,42  Cuivre Traces 
Méthionine*  0,59-0,66 0,93  Zinc 2,90-3,53 
Cystéine  0,68-0,78 1,48    
Phénylalanine*  1,61-1,80 5,19    
Tyrosine*  1,01-1,14 1,80    
Acide Aspartique  3,33-3,88 11,23    
Acide gluta mique  6,50-7,07 18,52    
Lysine*  1,54-1,70 4,95    
Arginine  3,99-4,42 11,31    
Histidine*  0,48-0,53 3,99    
Tryptophane  0,15-0,17 -    
* : Acides aminés essentiels 

 

Une comparaison des concentrations d’aminoacides essentiels des protéines du 

Bikalga à ceux de la protéine de référence FAO montre que les teneurs en leucine, 

isoleucine, phénylalanine+tyrosine, méthionine+cystéine et valine en sont 

acceptables (Bengaly, 2001 ; Yagoub et Mohamed, 2008). Le Bikalga contient donc 

des protéines de qualité relativement bonne malgré l’insuffisance de certains 

aminoacides comme la lysine. Néanmoins, les teneurs en lysine de l’ordre de 46 

mg/g de protéines ne sont pas négligeables dans un régime alimentaire basé sur les 

céréales (El-Adawy et Khalil, 1994 ; Nanama, 1998).  
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1.6.4 Microorganismes associés à la fermentation 

Les principaux microorganismes responsables de la fermentation alcaline des 

graines d’H. sabdariffa en Bikalga sont des bactéries du genre Bacillus telles que B. 

subtilis, B. licheniformis, B. cereus, B. pumilus, B. badius, B. bortelensis, B. 

sphaericus et B. fusiformis avec comme espèces prédominantes B. subtilis et B. 

licheniformis (Ouoba et al., 2008). Hormis Bacillus spp., des Staphylococcus spp. 

ont été isolés dans le Bikalga (Bengaly, 2001). La longue cuisson subie par les 

graines avant la fermentation constitue un système de sélection des 

microorganismes. Les bactéries du genre Bacillus sont donc favorisées due à leur 

capacité à sporuler et à la résistance de leurs spores à la chaleur (Odunfa, 1981 ; 

Antai et Ibrahim, 1986). La fermentation du Furundu est quant à elle dominée par 

des espèces du genre Bacillus et des levures et moisissures (Yagoub et Mohamed, 

2008) tandis que celle du Mbuja est dominée par des Bacillus spp. et des bactéries 

lactiques (Mohamadou et al., 2007). La microbiologie de la fermentation du 

Yanyanku et de l’Ikpiru, deux produits obtenus par fermentation des graines d’H. 

sabdariffa et utilisés comme additifs fonctionnels dans la fermentation du Sonru et 

de l’Iru (condiments à base de graines fermentées de Parkia biglobosa) au Bénin a 

été récemment étudiée (Agbobatinkpo et al., 2013). Il ressort de cette étude que B. 

subtilis, Bacillus amyloliquefaciens, B. licheniformis, B. cereus, Bacillus safensis et 

Bacillus altitudinis constituent les espèces de Bacillus majoritaires dans ces produits. 

 

1.7 Les bactéries du genre Bacillus  

Les bactéries du genre Bacillus de la famille des Bacillaceae, représentent les 

bactéries sporulées aérobies les plus largement répandues dans les sols, les eaux 

naturelles, l’air où elles participent à plusieurs transformations chimiques. Ce sont 

des bâtonnets de diverses tailles formant des colonies de formes variées. Leur 

habileté à sporuler leur permet de tolérer des conditions nutritionnelles pauvres (Doi, 

1989). Elles sont Gram positif au cours de la phase exponentielle de croissance, 

catalase positive pour la plupart, oxydase positive ou négative, aérobies ou 

anaérobies facultatives, psychrophiles, mésophiles ou thermophiles, immobiles ou 

mobiles par cils péritriches (Claus et Berkeley, 1986). Elles sont hétérotrophes et 

tirent leur énergie d’une large gamme de composés organiques par fermentation ou 
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respiration. Les espèces du genre Bacillus sont très nombreuses et de propriétés 

variées. Il existe environ une centaine connues (Sander et al., 2003). La souche B. 

subtilis (Figure 2) est considérée comme l’espèce type du genre Bacillus (Harwood, 

1989). C’est un des organismes les plus étudiés, le second chez les procayotes, 

juste après Escherichia coli (Marchadier, 2009). 

 

Figure 2 : B. subtilis observé en microscopie électronique à balayage 

                          (Source: Marchadier, 2009) 

 

Le genre Bacillus regroupe à la fois des bactéries pathogènes pour l’homme, les 

plantes et les animaux tels que B. anthracis, B. thuringiensis, B. cereus, B. 

Sphaericus et des bactéries non pathogènes participant à plusieurs types de 

fermentations traditionnelles et industrielles (Green et al., 1999 ; Ouoba et al., 2004). 

En effet, diverses espèces de Bacillus ont été isolées au cours de la fermentation 

traditionnelle alcaline des graines légumineuses en condiments. C’est le cas des 

condiments fermentés à base d’H. sabdariffa (Bikalga, Furundu, Mbuja), de Parkia 

biglobosa (Dawadawa, Soumbala, Iru, Afitin, Sonru...), de Adansonia digitata (Maari), 

de Glycine max (Soy-dawadawa, kinema...) etc. Les plus citées sont B. subtilis, B. 

amyloliquefaciens, B. licheniformis et B. pumilis avec comme espèce prédominante 

B. subtilis (Odunfa, 1985 ; Ibrahim et Antai, 1986 ; Diawara et al., 1992 ; N’dir et al., 

1997, Ouoba et al., 2004 ; Bengaly, 2001 ; Azokpota et al., 2006 ; Mohamadou et al., 

2007 ; Ouoba et al., 2008 ; Parkouda et al., 2010). Cette dernière assure la 

protéolyse et la lipolyse indispensable à la genèse d’arômes caractéristiques. 
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L’augmentation de la teneur en protéines observée au cours des fermentations 

naturelles de divers substrats a été attribuée au métabolisme de B. subtilis (Ibrahim 

et Antai, 1986 ; Jideani et Okere, 1991 ; Odunfa, 1985 ; Ouoba et al., 2004).  

Les bactéries du genre Bacillus sont aptes à produire des substances 

antimicrobiennes telles que les bactériocines (subtiline, subtilosine...), les 

lipopeptides antibiotiques (surfactine, iturine, fengycine...) et des enzymes 

industrielles telles que les amylases utilisées dans l’industrie du pain, les protéases 

et cellulases utilisées dans l’industrie des détergents (N’dir et al., 1997 ; Diep et Nes, 

2002 ; Savadogo et al., 2011 ; Kaboré et al., 2012 ; Compaoré et al., 2013a, 2013b). 

De nombreux antibiotiques produits par Bacillus subtilis tels que la polymyxine, la 

difficidine, la mycobacilline ou la bacitracine sont utilisés dans l’industrie 

pharmaceutique. Une variété de B. subtilis (B. subtilis natto) sert également à 

fabriquer le Natto, un plat traditionnel japonais à base de soja fermenté. 

Les bactéries du genre Bacillus peuvent aussi synthétiser une diversité de vitamines 

dont la thiamine, la riboflavine et la biotine. Certaines souches excrètent des 

polysaccharides (levanes) sur des substrats contenant le sucrose ou le raffinose. 

C’est ce qui donne à certains produits fermentés une texture gluante caractéristique 

(Laokolé, 1994 ; Bourgeois et Larpent, 1996). 

Certaines espèces de Bacillus comme B. cereus sont des pathogènes potentiels 

pour l’homme de par leur production de toxines et d’enzymes lytiques. Elles sont 

donc à contrôler au cours de la fermentation des denrées alimentaires (Bourgeois et 

Larpent, 1996). L’espèce B. thuringiensis est un pathogène des insectes 

(moustiques), elle excrète un cristal protéique larvicide (Buchanan et Gibsons, 

1975). Cette antibiose renforce la compétitivité des souches de Bacillus sur les 

substrats fermentaires. 

 

1.8 La nécessité d’optimiser le processus de production du Bikalga  

Le Bikalga constitue avec le Soumbala et le Maari, les condiments les plus 

populaires au Burkina Faso et est une source importante de protéines pour 

l’alimentation humaine (Bengaly, 2001). Cependant, comme la plupart des aliments 

fermentés en Afrique, la production est toujours traditionnelle avec des équipements 
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rudimentaires et une fermentation incontrôlée, ce qui entraine des variations aussi 

bien de la stabilité que de la qualité du produit (Sanni, 1993 ; Diawara et al., 1998). 

Le Bikalga est également confronté à une concurrence venant des assaisonnements 

importés bien que la teneur en calorie et la valeur nutritionnelle de ces produits 

soient faibles (Diawara et al., 1998). Une amélioration de la production est donc 

nécessaire afin de procurer aux populations du Bikalga de meilleure qualité 

nutritionnelle et d’obtenir un produit commercialement attractif capable de 

concurrencer les assaisonnements importés. Les objectifs précités peuvent être 

réalisés en optimisant la production de la manière suivante (Sanni, 1993 ; Holzapfel, 

2002) : 

-des paramètres de production tels que la température, l’humidité, l’aération, la 

quantité de substrats à utiliser peuvent être modifiés afin d’améliorer la qualité et le 

temps de production ; 

-la mise au point de starters : les microorganismes doivent être sélectionnés pour 

conduire une fermentation donnant un produit désirable. Ce point est l’intérêt même 

de cette thèse et sera abordé plus tard ; 

-des équipements modernes adaptés et une production industrielle (à petite échelle 

dans un premier temps) doivent être envisagés. Le matériel doit être muni de 

conditions de maintenance, de fiabilité et d’hygiène bien définies ; 

-un système de qualité doit être appliqué à la production avec à l’appui une 

formation du personnel en matière de conditions hygiéniques et d’utilisation des 

équipements.  

 

1.9 Avantages de l’utilisation de starter pour la fermentation des graines d’ H. 

sabdariffa  

La production du Bikalga implique une fermentation naturelle et incontrôlée comme 

la plupart des aliments fermentés en Afrique, entrainant souvent une variation de la 

qualité et de la stabilité du produit fini (Sanni, 1993). Un des facteurs contribuant à 

l’optimisation du processus de production est l’utilisation de cultures attestées et 

effectives de starter. Celles-ci garantissent la qualité et la stabilité nutritionnelle et 

organoleptique du produit ainsi qu’une réduction du temps de fermentation (Odunfa 

et Adewuyi, 1985). La fermentation des produits africains est souvent réalisée par un 

consortium de plusieurs microorganismes. En effet, dans les unités artisanales, la 
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fermentation naturelle non contrôlée résulte généralement de l’activité compétitive 

d’une variété de microorganismes où les mieux adaptés au substrat et aux 

conditions techniques et environnementales vont dominer le processus de 

fermentation. Pour cela, la sélection de starters doit passer par l’isolement et 

l’identification des microorganismes associés à la fermentation. La variabilité de la 

culture microbienne doit être notée et le rôle de chaque microorganisme proprement 

déterminé. Des essais de fermentation doivent être réalisés avec de la matière 

première appropriée afin d’évaluer la performance des microorganismes et de 

décrire leurs propriétés technologiques (Sanni, 1993). 

Selon Holzapfel (1997), une culture starter peut être définie comme une substance 

ou une préparation contenant des microorganismes adaptés, et pouvant être ajoutée 

à un substrat pour accélérer ou faciliter la maîtrise du processus de fermentation et 

assurer la qualité des produits. La maîtrise du processus de fermentation consiste à 

favoriser une flore utile au détriment d’une flore indésirable afin de prévenir les 

risques sanitaires chez les consommateurs. La particularité d’un starter est liée à la 

matière première (lait, viande, légumes, céréales, tubercules, etc.) et doit avoir 

quelques attributs potentiels (Holzapfel, 1997 ; 2002) tels que : 

-l’amélioration de la valeur nutritive par un enrichissement biologique à travers par 

exemple la biosynthèse de vitamines, d’acides aminés essentiels et de protéines ; 

-l’amélioration des caractéristiques organoleptiques à savoir la saveur, l’arome, la 

texture, la consistance et l’apparence visuelle ; 

-l’amélioration de la sureté toxicologique en dégradant les composés toxiques ; 

-la capacité d’avoir un effet antimicrobien contre certains germes pathogènes et la 

flore d’altération ; 

-la capacité d’avoir des propriétés probiotiques contribuant ainsi à la santé ; 

-la capacité de réduire le temps de production par une accélération du temps de 

fermentation. 

En raison de la longue tradition et de leur haute performance, les starters utilisés 

dans l’industrie laitière servent de modèle ou d’exemple d’application des starters à 

d’autres aliments. Le premier starter (Lactococcus lactis) a été simultanément 

introduit au Danemark et en Allemagne en 1890 et a été utilisé pour la fermentation 

du lait dans la production de fromage ou de yaourt (Holzapfel, 1997). 

Les études de la fermentation du Bikalga ont révélé que B. subtilis et B. licheniformis 

étaient responsables de la fermentation (Ouoba et al., 2008). Cependant les 
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meilleures souches capables de conduire une fermentation contrôlée n’ont pas 

encore été sélectionnées. 

 

1.10 Les bactériocines 

1.10.1 Définition 

Différentes définitions des bactériocines ont été données au cours du temps. 

Cependant, la définition qui reste la plus largement acceptée est celle de 

Klaenhammer (1988) qui définit les bactériocines comme des protéines, ou 

complexes de protéines, avec une activité bactéricide contre des espèces proches 

de la souche productrice. Les bactériocines représentent une large classe de 

substances antagonistes qui varient considérablement du point de vue de leur poids 

moléculaire, de leurs propriétés biochimiques, de leur spectre d'action et de leur 

mode d'action (Klaenhammer, 1988).  

 

1.10.2 Classification 

Les bactériocines ont été regroupées en quatre classes distinctes définies par 

Klaenhammer (Klaenhammer, 1988). 

Classe I : les lantibiotiques : peptides de taille inférieure à 5 kDa, stables à la 

chaleur et qui contiennent des acides aminés inhabituels soufrés formés post-

traductionnellement, c’est-à-dire la lanthionine, la β-méthyl lanthionine, la 

déhydrobutyrine et la déhydroalanine. Ces peptides ont généralement un large 

spectre d’activité (McAuliffe et al., 2001). Comme exemples de lantibiotiques on peut 

citer la subtiline, la subtilosine A, la sublancine 128, l’ericine (A et S), produites par 

B. subtilis (Paik et al., 1998 ; Stein et al., 2002 ; Zheng et al., 1999) ; la nisine 

produite par Lactococcus lactis subsp. lactis est la bactériocine la plus étudiée de 

cette classe. La figure 3 montre la structure de quelques lantibiotiques du groupe I et 

l’organisation des gènes spécifiques de leur biosynthèse. 
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Figure 3 :  Exemples de lantibiotiques produits par B. subtilis et leurs gènes de 
synthèse 
Source : Stein, 2005 

 

Classe II : c ette classe est divisée en trois sous-classes. Les bactériocines de la 

sous-classe IIa contiennent entre 27 et 48 acides aminés et ont toutes une partie N-

terminale hydrophobe contenant la séquence consensus YGNGV ainsi qu'un pont 

disulfure et une partie C-terminale moins conservée, hydrophobe ou amphiphile qui 

détermine la spécificité d'action (Fimland et al., 2000). Elles ont toutes une activité 

contre Listeria monocytogenes. Certaines bactériocines de cette sous-classe 

contiennent également un deuxième pont disulfure dans leur domaine C-terminale 

qui semble être important dans la stabilisation de la structure tertiaire. Il semble par 

ailleurs qu'il leur conférerait une meilleure activité antimicrobienne, une meilleure 

résistance à l'exposition à des hautes températures et un spectre d'action plus large 

(Eijsink et al., 1998 ; Fimland et al., 2000). La sous-classe IIb comprend les 

bactériocines ayant besoin de deux peptides pour avoir une activité. Deux types de 

bactériocines de classe IIb peuvent être distingués : le type E (Enhancing) où la 

fonction d'un des deux peptides est d'augmenter l'activité de l'autre et le type S 
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(Synergy) où les deux peptides sont complémentaires. La sous-classe IIc contient 

les bactériocines ne pouvant pas être classées dans les autres sous-classes. 

Exemples : la coaguline, la céréine, la lichenine, la thuricine ... 

Classe III : protéines de taille supérieure à 30 kDa et sensibles à la chaleur. La 

mégacine A-216 produite par Bacillus megaterium 216 en est un exemple.  

 

Classe IV : peptides requérant une partie carbohydratée ou lipidique pour avoir une 

activité. Aucune bactériocine de cette classe n’a encore été décrite. 

 

1.10.3 Les applications des bactériocines 

1.10.3.1 Les bactériocines en agroalimentaire 

Quelques bactériocines présentent des propriétés qui les placent parmi les 

substances sans danger pour l’Homme, comme en particulier l’absence de toxicité 

pour les cellules eucaryotes et la perte d’activité en présence des protéases 

présentes dans le tube digestif (Gálvez et al., 2011). Par ailleurs, leur résistance aux 

variations de pH et aux traitements thermiques, leur activité antimicrobienne 

bactéricide contre des bactéries pathogènes colonisant les produits alimentaires et 

l’absence de résistance croisée avec les antibiotiques en font de bons candidats 

pour la bio conservation des aliments (Gálvez et al., 2007). De ce fait, afin de 

diminuer l’utilisation des additifs chimiques dans l’alimentation et d’obtenir des 

aliments prêts à la consommation et respectant les règles de la sécurité sanitaire, 

l’industrie agroalimentaire en Europe s’intéresse à l’utilisation des bactériocines 

comme bio-conservateurs (Robertson et al., 2004). Cependant, la nisine est 

aujourd’hui la seule bactériocine légalement approuvée comme additif alimentaire 

dans 80 pays. Elle a été évaluée comme sans danger pour l’Homme par 

l’organisation des Nations Unies pour l’Alimentation et l’Agriculture (ONUAA) et 

l’Organisation Mondiale pour la Santé publique (OMS) en 1969 ainsi que par les 

autorités sanitaires Européennes en 1983. La nisine est souvent utilisée pour le 

contrôle de la prolifération de pathogènes tels que Clostridium botulinum, 

Clostridium tyrobutyricum et Listeria monocytogenes dans les produits laitiers 

(Davies et Delves-Broughton, 1999). Elle est également utilisée dans d’autres 
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produits alimentaires pasteurisés comme les crèmes glacées, les desserts sucrés à 

base de lait, de laits aromatisés et de jaune d’œufs (Thomas et al., 2000).  

D’autres bactériocines ont, depuis, été commercialisés sous la forme d’un concentré 

obtenu après fermentation par la souche productrice et atomisation d’un substrat 

alimentaire tel que le lait, par exemple. Considéré comme un ingrédient fermenté, ce 

type de préparation contiendrait d’autres métabolites microbiens tels que l’acide 

lactique (Dortu et Thonart, 2009). Parmi ces produits, figure la pédiocine PA-1/ AcH 

(Deegan et al., 2006), utilisée pour prévenir la contamination des fromages blancs, 

des crèmes fromagères et des produits carnés par L. Monocytogenes (Rodríguez et 

al., 2002).  

Récemment, l’entérocine AS-48, une bactériocine de classe IIc, a montré des 

résultats prometteurs quant à l’inhibition de Salmonella enterica dans le lait écrémé 

(Martinez Viedma et al., 2008). De plus, l’addition d’entérocine AS-48 sous forme 

lyophilisée à du lait écrémé inhibe la prolifération de L. monocyotgenes et réduit 

progressivement le nombre des souches de Staphylococcus aureus vivantes 

(Ananou et al., 2010). 

 
1.10.3.2 Les applications médicales 

L’émergence de la résistance aux antibiotiques conventionnels ces dernières 

années a orienté la recherche vers l’étude de nouveaux agents antimicrobiens. Le 

mode d’action des bactériocines qui diffère de ceux des antibiotiques conventionnels 

et l’innocuité des bactériocines permettraient leur utilisation comme alternative aux 

antibiotiques dans la prévention et/ ou le traitement des infections dues à des 

bactéries devenues résistantes aux traitements conventionnels (Dicks et al., 2011). 

Contrairement aux applications alimentaires des bactériocines, aucune bactériocine 

n’est à ce jour commercialisée comme médicament. Cependant, quelques-unes 

d’entre elles sont en cours d’essais cliniques pour le traitement d’infections 

cutanées, respiratoires, systémiques et/ou urogénitales ainsi qu’en tant qu’agents 

contraceptifs (Hancock, 2000). 

La mersacidine est un lantibiotique produit par Bacillus sp. HIL Y-85,54728 active 

contre Propionibacterium acnes, une espèce bactérienne rencontrée dans certains 

problèmes cutanés responsables d’acné, ce qui pourrait lui conférer une utilisation 

potentielle dans le traitement de ce type d’infection (Niu et Neu, 1991). 
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La nisine présente un effet bactéricide rapide contre Staphylococcus pneumoniae à 

l’origine d’otite chez la souris à des concentrations inférieures à 1 mg/l. Elle pourrait 

remplacer l’utilisation de la vancomycine pour le traitement de ce type d’infection afin 

d’éviter l’apparition de résistance (Mota-Meira et al., 2000). En outre, elle peut être 

utilisée dans le traitement des ulcères gastriques vue sa stabilité aux pH acides et 

son activité contre Helicobacter pylori (De Vuyst et Vandamme, 1993). Trois autres 

bactériocines produites par Lactobacillus johnsonii LA1, Lactobacillus casei YIT 

9029 et Lactobacillus amylovorus DCE 471 ont également montré une activité 

inhibitrice contre l’agent pathogène gastrique humain Helicobacter pylori qui cause 

des ulcères gastriques (Avonts et De Vuyst, 2001). La Cinnamycine produite par 

différentes souches de Streptomyces spp. est impliquée dans l’immunité humaine 

(prolifération des leucocytes) et la régulation de la pression du sang avec 

l’intervention de phospholipase A2 et l’enzyme de conservation de l’angiotensine. De 

plus, ce groupe peut aussi être impliqué dans la protection contre le virus Herpes 

simplex (Avonts et De Vuyst, 2001). 

La subtilosine A est un lantibiotique produit par B. subtilis (Babasaki et al., 1985) 

actif contre des pathogènes parmi lesquels L. monocytogenes, Gardnerella 

vaginalis, Streptococcus agalactiae et Micrococcus luteus (Sutyak et al., 2008). Son 

activité restreinte à G. vaginalis permet un maintien de la flore commensale intacte 

(Sutyak et al., 2008). L’innocuité de la subtilosine A à la flore commensale vaginale 

ainsi qu’aux tissus humains la place parmi les meilleurs candidats à un futur 

traitement aux infections vaginales.  

 

1.10.4 Bacillus spp. producteurs de bactériocines 

Il existe une grande variété de bactériocines produites par les espèces du genre 

Bacillus dont la plupart appartient à la classe I des lantibiotiques (Tableau V). 
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Tableau V : Exemples de bactériocines produites par Bacillus spp. 

Bacillus  spp.  Bactériocines  Poids 

Moléculaire 

(kDa) 

Classe  Références  

B. subtilis Subtiline 3,34 Classe I Banerjee et Hansen, 1988 

Subtilosine A 3,39 Classe I Zheng et al., 1999 

Subtilosine A1 3,41 Classe I Hang et al., 2009 

Mersacidine 1,82 Classe I Bierbaum et al., 1995 

Sublancine 168 3,88 Classe I Paik et al., 1998 

Ericine S 3,44 Classe I Stein et al., 2002 

Ericine A 2,98 Classe I Stein et al., 2002 

B. licheniformis Lichenine 1,4 Classe II Pattnaik et al., 2001 

B. amyloliquefaciens Subtilosine A 3,39 Classe I Sutyak et al., 2008 

B. atrophaeus Subtilosine A 3,39 Classe I Stein et al., 2004 

B. coagulans Coaguline 4,6 Classe I Le Marrec et al., 2000 

B. cereus Cereine 7A 3,94 Classe II Oscáriz et Pisabarro, 2000 

B. thuringiensis Thuricine H 3,14 Classe II Lee et al. 2009 

B. megaterium Megacine A216 32,85 Classe III Kiss et al., 2008 

 

1.11 Les lipopeptides 

Les lipopeptides représentent probablement la classe la plus commune des 

métabolites secondaires produits par les Bacillus spp (Stachelhaus et al., 2002). Ils 

sont classés en trois principales familles dépendant de la séquence des acides 

aminés : surfactines/lichenysines, iturines (mycosubtiline, iturine, bacillomycine) et 

fengycines/plipastatines (Ongena et Jacques, 2008). La production des lipopeptides 

est très largement répandue chez les B. subtilis (Besson et Michel, 1987 ; Peypoux 

et al., 1999 ), une propriété qui est partagée avec d’autres Bacillus du même groupe, 

phylogénétiquement liés tels que B. amyloliquefaciens (Benitez et al., 2010 ; 

Koumoutsi et al., 2004 ; Sun et al., 2006 ; Yu et al., 2002). 
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1.11.1 Structure chimique des lipopeptides 

-Les iturines :  elles constituent la famille des lipopeptides constitués d’une 

séquence de 7 acides α-aminés cycliques et d’une chaîne d’acide gras β-aminé 

servant à la cyclisation de l'heptapeptide par deux liaisons amides impliquant le 

groupement aminé situé en β de l'acide gras et son groupement carboxylique. Les 7 

acides α-aminés sont de configuration L ou D et s’enchaînent suivant l’ordre 

LDDLLDL (Peypoux, 1978).  

D’autres antibiotiques apparentés à l’iturine A sont la mycosubtiline et la 

bacillomycine. La mycosubtiline diffère de l’iturine A par l’inversion de la séquence 

de 2 acides aminés : Asn6-Ser7-Acide gras β-aminé dans l’iturine devient Ser6-Asn7-

acide gras β-aminé dans la mycosubtiline avec un acide gras en C17 (antéiso) ou en 

C16 (iso) (Peypoux et al., 1986). Quant à la bacillomycine, plusieurs structures ont 

été identifiées : bacillomycine L, F et D. La séquence des 3 premiers acides aminés 

dans les bacillomycines F et D est identique à celle de l’iturine A.  

-Les surfactines : la surfactine est une molécule lipopeptidique cyclique constituée 

par un heptapeptide lié à un acide gras β-hydroxylé. Les acides glutamiques et 

aspartiques, la leucine et la valine constituent la partie peptidique dans un 

enchaînement de 7 acides α-aminés de chiralité constante LLDLLDL. L’acide gras β-

hydroxylé est relié à la partie peptidique par une liaison amide avec le premier acide 

aminé et une liaison ester avec le dernier acide aminé (L7) assurant ainsi la 

cyclisation. L’acide aminé impliqué dans la liaison ester est variable : soit la leucine 

(Surfactine standard) soit la valine, soit l’isoleucine. 

-Les fengycines :  elles constituent une troisième famille de lipopeptides produits 

par B. subtilis. Ce sont des lipopeptides constitués de 10 acides aminés L ou D et 

d’un acide gras β-hydroxylé à longue chaîne carbonée (C15 à C18) saturée ou 

insaturée. Il y a deux types de fengycines : la fengycine A et la fengycine B. Elles 

diffèrent par la composition en acides aminés du cycle peptidique (isoformes). Dans 

la fengycine B la D-Alanine en position 6 est remplacée par la D-valine. La chaîne 

lipidique de ces composés présente une longueur de 15 à 17 atomes de carbones. 

L'isomérie est de nature iso, antéiso, ou n.  
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La structure primaire et l’organisation des gènes de biosynthèses des lipopeptides 

produits par les Bacillus spp. tels que la surfactine (srf), la plipastatine (pps), la 

fengycine (fen), la bacillomycine (bmy), l’iturine (itu), et la mycosubtiline (myc) ont 

été décrits (Duitman et al., 1999; Galli et al., 1994; Konz et al., 1999; Koumoutsi et 

al., 2004; Menkhaus et al., 1993; Tapi et al., 2010 ; Tosato et al., 1997; Tsuge et al., 

2001). La figure 4 donne la structure détaillée des principaux membres des trois 

familles de lipopeptides produits par les Bacillus spp. 

 

 

Figure 4 :  Structure détaillée de la surfactine, de la fengycine et de l’iturine. 

Source : Jacques, 2011 

 

1.11.2 Biosynthèse des lipopeptides 

L’absence de plasmides porteurs des gènes codant pour les lipopeptides indique 

que les gènes responsables de la biosynthèse de ces antibiotiques ne sont pas 

plasmidiques mais chromosomiques. Des études ont montré que la biosynthèse des 

lipopeptides se fait selon un mode de synthèse non ribosomiale (l’addition 

d’inhibiteur de la biosynthèse des protéines comme le chloramphénicol aux cultures 

de souches productrices de surfactine et d’iturine n’altère en rien la production de 

ces antibiotiques) (Menkhaus et al., 1993 ; Duitman et al., 1999). Ce mode de 

biosynthèse rencontré dans la plupart des antibiotiques des Bacillus, dépend d’un 

système multienzymatique (Besson et al., 1989). Un tel mode de biosynthèse, est 
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communément appelé « Thiotemplate »  (Menkhaus et al., 1993 ; Duitman et al., 

1999). Son fonctionnement a été expliqué dans le cas de la biosynthèse de bon 

nombre d’antibiotiques peptidiques. Les principales réactions mises en œuvre sont 

l’activation des constituants (acides aminés) en adénylate, le transfert des acides 

aminés activés sur des groupements thiols présents au site actif de l'enzyme et 

capable de reconnaître plus ou moins spécifiquement les différents résidus, 

l’épimérisation ou la N-méthylation des thioesters obtenus et enfin la polymérisation 

du peptide qui se fait au travers d'une série de réaction de transpeptidation qui sera 

suivie d’une éventuelle cyclisation ou de modifications terminales (Jacques, 2011). 

 

1.11.3 Propriétés des lipopeptides 

Les lipopeptides de B. subtilis de par leur caractère amphiphile et leur nature 

peptidique présentent un certain nombre de propriétés qui en font leur intérêt. On 

peut classer ces propriétés en deux catégories : les propriétés physico-chimiques 

dont les plus importantes sont les propriétés tensioactives et les propriétés 

biologiques. 

 

1.11.3.1 Propriétés physico-chimiques 

Les propriétés tensioactives ou propriétés amphiphiles sont propres aux molécules à 

caractère à la fois polaire et apolaire. La partie polaire (hydrophile) est constituée par 

la partie peptidique et la partie apolaire (lipophile) par la chaîne hydrocarbonée de 

l’acide gras (β-aminé dans le cas des iturines ou β-hydroxylé dans le cas des 

surfactines et des fengycines). Ce pouvoir amphiphile permet aux lipopeptides de se 

positionner spontanément aux interfaces (limites de séparation entre deux phases 

non miscibles). Par exemple, en solution aqueuse elles s’agrègent pour former des 

micelles dans lesquelles les parties polaires sont orientées vers l’eau. Ces 

substances se comportent comme des substances tensioactives car elles sont 

capables de diminuer la tension superficielle d’une solution aqueuse par adsorption 

et formation de film à l’interface air-eau. Ces propriétés leur confèrent certaines 

aptitudes technologiques comme la formation de mousse (interface air-eau) ou des 

émulsions (interface eau-huile) (Razafindralambo et al., 1996 ; Deleu et al., 1999). 
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Pour les différentes familles de lipopeptides, plusieurs auteurs ont montré, d’une 

part, l’effet de ces molécules sur les propriétés de surface, d’autre part, la relation 

structure-propriétés tensioactives et enfin la recherche d’éventuels synergies ou 

antagonismes (Thimon et al., 1992 ; Maget-Dana et al., 1992 ; Razafindralambo et 

al., 1996). Il apparaît ainsi que la surfactine est un des « biosurfactants » les plus 

efficaces, capable d’abaisser la tension superficielle des solutions aqueuses de 72 

mN/m à 27mN/m (Razafindralambo et al., 1996) tandis que l’iturine diminue celle-ci 

à 43mN/m (Deleu et al., 1999). 

D’autres propriétés physico-chimiques comme la solubilité dans un solvant ont été 

déterminées pour les lipopeptides. En effet dans l’optique d’une meilleure extraction 

des lipopeptides et de leur caractérisation par les différentes méthodes physiques 

d’analyse (chromatographie, spectrométrie, etc.), il a été nécessaire d’évaluer la 

solubilité de ces molécules dans différents solvants organiques ou aqueux. Il est 

ressortit que les lipopeptides sont solubles dans le méthanol, l’éthanol, le butanol et 

l’eau alcaline et insolubles dans l’eau, le benzène, et l’éther (Besson et al., 1977 ). 

 

1.11.3.2 Propriétés biologiques 

L’engouement pour les lipopeptides de B. subtilis s’explique en partie par les 

potentialités biologiques que présentent ces molécules. En effet ce sont des 

antibiotiques puissants connus pour leurs multiples propriétés biologiques. Ces 

propriétés se repartissent traditionnellement en trois catégories : les propriétés 

antifongique, antibactérienne et hémolytique. En outre, des études ont permis 

d’élargir le spectre de leurs propriétés ; on leur reconnaît désormais des propriétés 

antivirales et anti-tumorales (Thonart et al., 1994) et une activité contre le virus du 

SIDA (Itokawa et al., 1994). 

-Les surfactines : elles possèdent d’innombrables propriétés biologiques. Elles sont 

surtout connues pour leurs activités antibactérienne et hémolytique qui se 

manifestent par la lyse des cellules bactériennes gram+ et gram- et celle des 

érythrocytes humain in vitro (Thimon et al., 1992). En outre, des activités antivirales 

(Kracht et al., 1999), anti-inflammatoires (Kim et al., 1998) et des effets 

immunomodulatoires (Park et Kim, 2009) ont été démontrés par les surfactines. 
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Douées d’une activité anti-tumorale et hypocholestérolémiante (Kameda et al., 

1974), les surfactines sont capables d’inhiber la dénaturation des protéines et la 

coagulation du sang par le blocage de la formation de caillots de fibrine. Même si 

elles manifestent une très faible activité antifongique, on leur reconnaît une activité 

cytolytique contre les champignons et les levures (Vater, 1986). L’halobacilline qui a 

été isolée récemment d’un Bacillus des fonds marins présente une activité 

cytotoxique modérée contre les cellules cancérigènes humaines (Trischman et al., 

1994). Très récemment, un lipopeptide surfactant produit par B. subtilis natto a été 

testé présentant une activité antimicrobienne contre Salmonella Thyphimurium, 

Micrococcus luteus et Staphylococcus aureus (Cao et al., 2009). Les surfactines ont 

également montré une capacité à stériliser Escherichia coli et à inactiver les spores 

de B. cereus (Huang et al., 2007).  

-Les iturines : ces lipopeptides présentent un large spectre d’activité antifongique 

(Leclère et al., 2005 ; Mizumoto et al., 2007 ; Romero et al., 2007 ; Fickers et al., 

2009). Elles peuvent donc constituer une alternative très intéressante à l'utilisation 

des antifongiques chimiques en tant que biofongicides. Utilisée dans la conservation 

des grains, l’iturine A inhibe le développement d’Aspergillus flavus et d’Aspergillus 

parasiticus responsables de la production de substances cancérigènes (l’aflatoxine) 

dans les céréales et les arachides (Klich et al., 1994). L’activité antibactérienne des 

iturines a toujours été décrite comme réduite à quelques souches que sont M. luteus 

et Sarcina lutea (Besson et al., 1979 ; Peypoux et al., 1979). Cependant, très 

récemment, une activité inhibitrice de l’iturine contre Salmonella Enteridis a été 

décrite (Huang et al., 2009). Les membranes cytoplasmiques semblent être la 

première cible de ces lipopeptides qui interagissent avec les lipides membranaires 

(Besson et al., 1989). 

-Les fengycines :  les fengycines sont antifongiques, essentiellement actives contre 

les champignons filamenteux (Vanittankom et al. 1986). Contrairement aux iturines 

au large spectre antifongique, les fengycines présentent une activité antifongique 

vis-à-vis spécialement de Pyricularia oryzae et Rhizoctonia solani. Ils sont 

hémolytiques mais beaucoup moins que l’iturine A. 
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1.12 Les polykétides 

1.12.1 Définition 

Les polykétides sont un groupe de métabolites secondaires, dont la diversité de leur 

structure et de leur activité biologique est remarquable (Gaitatzis et al., 2002). Ils 

sont connus pour être des molécules ayant des activités pharmacologiques variées, 

y compris des activités antimicrobiennes, antifongiques, antiparasitiques, 

antitumorales et aussi des propriétés agrochimiques (Shen, 2003). Le spectre large 

d'activité des polykétides les rend économiquement, cliniquement et industriellement 

les plus recherchés parmi de nombreuses molécules. Beaucoup de polykétides sont 

des composés bien connus, tels que l’érythromycine A, un antibiotique macrolide qui 

possède un spectre large, l'immunosuppressif FK506, les ochratoxines, l’épothilone 

B, la rifamycine B, etc. Parmi les polykétides synthétisés par les bactéries du genre 

Bacillus, les plus cités sont la difficidine, l’oxydifficidine, la bacilleane et la 

macrolactine. La production de ces polykétides a en effet été démontrée par 

plusieurs souches de B. Subtilis (Patel et al., 1995 ; Zimmerman et al., 1986) et de 

B. amyloliquefaciens (Chen et al., 2006 ; Arguelles-Arias et al., 2009). La figure 5 

donne la structure de quelques polykétides. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 5 :  Quelques exemples de polykétides 

Source : Zimmerman et al., 1986; Awad, 2005  
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1.12.2 Biosynthèse des polykétides 

Les étapes initiales de la biosynthèse des polykétides sont assurées par des 

polykétides synthases (PKS). La réaction de condensation des acyl-CoA suit le 

même principe que la biosynthèse des acides gras par des acides gras synthases 

(AGS). La différence réside dans le fait que chez les AGS chaque cycle est complet 

et répétitif, alors que chez les PKS certaines réactions de réduction ou de 

déshydratation peuvent être supprimées (Hutchinson et al., 2000; Gaitatzis et al., 

2001). Les polykétides fongiques dérivent exclusivement des unités acétyl-CoA 

contrairement aux polykétides bactériens qui peuvent incorporer également des 

unités propionyl, butyryl… (Simpson, 1995). La chaîne ainsi produite après 

élongation peut être transformée par cyclisation, lactonisation, ou formation des 

thioésters ou amides (Vining, 1990). Toutes ces transformations aboutissent à la 

production d’une gamme plus large de produits biologiquement actifs (O'Hagan, 

1995). 

 

1.13 Résistance des bactéries aux antibiotiques 

1.13.1 Définition des antibiotiques 

Les antibiotiques sont des molécules possédant la propriété de tuer (bactéricide) ou 

de limiter la propagation (bactériostatique) des bactéries. Lagrance et Reinert (1987) 

avaient définit les antibiotiques comme étant des composés chimiques, élaborés par 

un microorganisme ou produit par synthèse ou hémi-synthèse et dont l’activité 

spécifique se manifeste à faible dose sur les microorganismes.  

 

1.13.2 Mode d’action des antibiotiques 

Les antibiotiques agissent à l’échelon moléculaire au niveau d’une ou de plusieurs 

étapes métaboliques indispensables à la vie de la bactérie. Ils agissent par : 

● Toxicité sélective au niveau de la : 

- Synthèse de la paroi bactérienne 

- Membrane cytoplasmique 

- Synthèse des protéines 

- Synthèse des acides nucléiques 
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● Inhibition compétitive : dans ce cas l’antibiotique est un analogue structural, il 

interfère avec une fonction essentielle à la bactérie. 

Une schématisation du mode d’action des antibiotiques est présentée dans la figure 

ci-dessous (Figure 6). 

 

 

Figure 6 : Mode d’action des antibiotiques 
Source : www.bacteriologie.net  

 
1.13.3 Classification des antibiotiques 

La classification des antibiotiques peut se faire selon : 

-L’origine : élaboré par un organisme (naturel) ou produit par synthèse (synthétique 

ou semi synthétique) 

-Le mode d’action : paroi, membrane cytoplasmique, synthèse des protéines, 

synthèse des acides nucléiques 

-Le spectre d’activité : liste des espèces sur lesquelles les antibiotiques sont actifs 

(spectre étroit ou large) 

-La nature chimique : très variable, elle est basée souvent sur une structure de 

base (ex : cycle β lactame) sur laquelle il y a hémi-synthèse. La classification selon 

la nature chimique permet de classer les antibiotiques en familles (β lactamines, 

aminosides, tétracyclines…..etc.).  

Une classification selon le mode d’action est présentée dans le tableau ci-dessous 

(Tableau VI). 
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Tableau VI :  Classification des antibiotiques selon le mode d’action (Cattoir, 2006 ; François 

et al., 2003; Le Minor et Veron, 1989 ; Rabaud et May, 2000, 2007 ; Yala et al., 2001) 

Site d’action des antibiotiques  Famille des antibiotiques  Exemples d’antibiotiques  

Inhibiteurs de la synthèse du 

peptidoglycane 

β-lactamines Pénicilline G, méthicilline, 

oxacilline, ampicilline, 

amoxicilline, céphalotine... 

Glycopeptides Vancomycine 

Non classé Fosfomycine 

Inhib iteurs de la synthèse des 

protéines 

Aminosides Streptomycine, kanamycine, 

gentamycine... 

Macrolides-Lincosamides-

Streptogramines 

Erythromycine, clindamycine, 

virginiamycine... 

Tetracyclines Tetracycline 

Phénicolés Chloramphenicol 

Oxazolidinones Linézolide 

Non classé Acide fucidique 

Antibiotiques actifs sur les 

enveloppes membranaires 

Polymixines Polymixine B, pplymixine E 

Inhibiteurs des acides 

nucléiques 

Quinolones et 

fluoroquinolones 

Acide nalidixique, ciprofloxacine 

Rifamycines Rifamycine 

Nitrofuranes Nitrofurantoine 

Non classé Novobiocine 

Inhibiteurs de la synt hèse des 

folates 

Sulfamides Sulfaméthoxazole 

2-4 diaminoptéridine Trimethoprime 

Sulfamides + trimethoprime Sulfaméthoxazole+ 

Trimethoprime 

 

 

1.13.4 Etude de la bactériostase : Détermination de la CMI 

La concentration minimale inhibitrice (CMI) est la plus faible concentration de 

l’antibiotique à laquelle le microorganisme testé ne présente aucune croissance 

visible à l’œil nu (Lei et al., 2007). Cette valeur caractérise l'effet bactériostatique 

d'un antibiotique.  

Des méthodes biologiques permettent de déterminer cette valeur pour chacun des 

antibiotiques vis à vis d’une souche bactérienne donnée; la détermination de la CMI 

par la méthode de dilution en milieu liquide est la plus facile ; une méthode par 
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diffusion en milieu solide utilisant des bandelettes imprégnées de gradients de 

concentration d’antibiotique (epsilomètre ou E-test) existe maintenant. La 

confrontation entre la CMI d’un antibiotique mesurée pour une souche bactérienne 

donnée et les concentrations habituelles connues de cet antibiotique dans le sérum 

de l’organisme humain lors des traitements antibiotiques permet de qualifier la 

souche bactérienne étudiée de « sensible » ou de « résistante » ou de « 

intermédiaire » à l’antibiotique étudié : 

Une souche bactérienne est dite sensible (S) à un antibiotique quand la CMI de cet 

antibiotique pour cette souche est nettement inférieure aux concentrations usuelles 

de cet antibiotique obtenues in vivo lors d’un traitement par cet antibiotique 

administré aux doses usuelles.  

Une souche bactérienne est dite résistante (R) à un antibiotique quand la CMI de cet 

antibiotique pour cette souche est supérieure aux concentrations maximales de cet 

antibiotique qui peuvent être atteintes in vivo lors d’un traitement par cet antibiotique 

administré aux doses maximales autorisées.  

Une souche bactérienne est dite de sensibilité intermédiaire (I) à un antibiotique 

quand la CMI de cet antibiotique pour cette souche est inférieure mais proche des 

concentrations usuelles de cet antibiotique obtenues in vivo lors d’un traitement par 

cet antibiotique administré aux doses usuelles.  

 

1.13.5 Les différents types de résistance aux antibiotiques 

La résistance aux antibiotiques est la capacité d'un microorganisme à résister aux 

effets des antibiotiques. On distingue : La résistance naturelle ou intrinsèque qui est 

un caractère d’espèce qui touche toutes les bactéries de l’espèce considérée. Elle 

est stable, transmise à la descendance (elle a pour support génétique, le 

chromosome bactérien) mais elle n'est pas ou est peu transmissible sur un mode 

horizontal (d’une bactérie à l’autre au sein d’une même espèce ou entre espèces 

différentes) (Lozniewski et al., 2010). 

A côté de la résistance naturelle existe aussi des résistances acquises ; il s’agit d’un 

caractère qui ne concerne que quelques (ou parfois de nombreuses) souches d’une 

espèce donnée. La résistance acquise est moins stable, mais elle se propage 

souvent de façon importante dans le monde bactérien. Elle résulte d’une 

modification du capital génétique de la bactérie, lui permettant de tolérer une 

concentration d’antibiotique plus élevée que celle qui inhibe les souches sensibles 
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de la même espèce. Une bactérie peut ainsi acquérir une résistance aux 

antibiotiques par deux grands mécanismes génétiques. L’un a pour support le 

chromosome et définit une résistance chromosomique, l'autre a pour support les 

plasmides ou les éléments transposables ou les intégrons et ils définissent une 

résistance extra-chromosomique. La résistance chromosomique résulte d’une 

mutation et est transmissible selon un mode vertical de bactérie-mère à bactéries-

filles. Par contre, la résistance extra-chromosomique ou plasmidique est liée à la 

synthèse de protéines additionnelles et non à une modification des constituants 

normaux de la bactérie et est transmissible selon un mode horizontal par 

conjugaison, transduction, transformation et modification (Lozniewski et al., 2010). 
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CHAPITRE II : MATERIEL ET METHODES 
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2.1 Matériels 

2.1.1 Les souches bactériennes et les conditions de culture 

-Les souches testées :  la présente étude a porté sur 13 souches dominantes de 

bactéries aérobies mésophiles comprenant 6 souches de B. subtilis (F1, C3, C6, H4, 

G2 et I7), 4 souches de B. licheniformis (E3, F9, J3 et E5) et 3 souches de B. 

amyloliquefaciens (A4, I8 et G3). Ces souches ont été isolées du Bikalga provenant 

de différents sites de production du Burkina Faso et identifiées dans des études 

préalables par Ouoba et al. (2008). 

-les souches indicatrices :  les souches indicatrices (40) obtenues de différentes 

sources et utilisées pour l’analyse des activités antimicrobiennes ont été offertes par 

le Department of Food Science, Food Microbiology de l’Université de Copenhague 

(Danemark) et la London Metropolitan University (Londres, UK) et sont listées dans 

le Tableau VII.  

-Les souches de référence : B. subtilis subsp. subtilis DSM 10 (ATCC 6051), B. 

subtilis subsp. spizizenii DSM 15029, B. licheniformis DSM13 (ATCC 14580), B. 

amyloliquefaciens DSM7, Bacillus vallismortis DSM11031, Bacillus atrophaeus 

DSM7264, Bacillus mojavensis DSM9205, Bacillus sonorensis DSM 13779 et B. 

pumilus DSM27 utilisées comme souches de référence dans les essais PCR étaient 

la propriété du Department of Food Science, Food Microbiology de l’Université de 

Copenhague (Danemark). 

Les souches bactériennes étaient conservées sous forme de stocks de culture 

congelées à -80°C dans un bouillon BHI (Oxoid CM113 5 Basingstoke, Hampshire, 

England) ou nutritif (Oxoid, CM0001) (pour Micrococcus luteus) supplémenté avec 

20% de glycérol (v/v). Quand aux levures et moisissures, elles étaient conservées 

sous forme de stocks congelées à -80°C dans du boui llon Yeast Glucose Peptone et 

Malt Extract, respectivement. Avant leur utilisation, les souches de Bacillus étudiées 

et les souches de référence ont été repiquées 2 fois dans le bouillon BHI puis 

incubées à 37°C pendant 24 h tandis que les souches  indicatrices ont été repiquées 

dans un bouillon approprié comme indiqué dans le tableau VII.  
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Tableau VII : Les souches indicatrices utilisées dans l’étude 

Souches Milieu*/ 
Température 
(°C) 

Origine et/ou référence 

Gram-positives   

Bacillus cereus MADM 1291 BHI/37 Gâteau d’anniversaire (intoxication alimentaire), Brésil 
Bacillus cereus MADM 1561  BHI/37 Poulet cuit (intoxication alimentaire), Brésil 
Bacillus cereus NVH391-98   BHI/37 Intoxication alimentaire, fourni par INRA, Francea 
Bacillus cereus 007525   BHI/37 Ragout (intoxication alimentaire)b 
Bacillus cereus F4810-72   BHI/37 intoxication alimentairec 
Bacillus cereus NC 7401   BHI/37 intoxication alimentaired 
Bacillus cereus Ba18H2   BHI/37 Sonrue 
Bacillus cereus  F3752A/86  BHI/37 Collection de culture de l’Université métropolitaine de 

Londres  
Bacillus cereus  LMG13569  BHI/37 Collection de culture de l’Université métropolitaine de 

Londres  
Listeria monocytogenes  057  BHI/37 Collection de culture de l’Université de Copenhague 
Listeria monocytogenes L028  BHI/37 Collection de culture de l’Université de Copenhague 
Listeria monocytogenes  Scott A  BHI/37 Collection de culture de l’Université de Copenhague 
Listeria monocytogenes  NCTC 9863  BHI/37 Collection de culture de l’Université métropolitaine de 

Londres  
Micrococcus luteus SKN 624  NA/30 Collection de culture de l’Université de Copenhague 
Micrococcus luteus  AT49732  NA/30 Collection de culture de l’Université métropolitaine de 

Londres  
Staphylococcus aureus  NCTC 10656  BHI/37 Collection de culture de l’Université métropolitaine de 

Londres  
Gram-negatives   
Salmonella Typhimurium SKN 1155  BHI/37 Animale 
Salmonella Typhimurium SKN 533  BHI/37 Collection de culture de l’Université de Copenhague 
Salmonella Typhimurium O:1036340P/t49  BHI/37 Collection de culture de l’Université métropolitaine de 

Londres  
Salmonella Nigeria SKN 1160  BHI/37 Graines de cacao 
Salmonella Thompson SKN 565  BHI/37 Collection de culture de l’Université de Copenhague 
Salmonella Oranienburg SKN 1157  BHI/37 Humaine 
Salmonella Infantis SKN 557  BHI/37 Collection de culture de l’Université de Copenhague 
Salmonella Enteridis P167807  BHI/37 Collection de culture de l’Université métropolitaine de 

Londres  
Yersinia enterocolitica  6A28 SKN 599  BHI/37 Collection de culture de l’Université de Copenhague 
Yersinia enterocolitica  8A30 SKN 601  BHI/37 Collection de culture de l’Université de Copenhague 
Yersinia enterocolitica  BT3ST5,27  BHI/37 Collection de culture de l’Université métropolitaine de 

Londres  
Escherichia coli  81 nr .149 SKN 541  BHI/37 Collection de culture de l’Université de Copenhague 
Shigella dysenteria  370  BHI/37 Collection de culture de l’Université métropolitaine de 

Londres  
Shigella flexneri  USCC 2007  BHI/37 Collection de culture de l’Université métropolitaine de 

Londres  
Levures et moisissures   
Candida tropicalis  YGP/30 Furaf 

Candida kefyr  YGP/30 Furaf 

Candida krusei  YGP/30 Furaf 

Candida albicans  YGP/30 Sang 
Saccharomyces cerevisiae var. boulardii  YGP/30 Collection de culture de l’Université de Copenhague 
Saccharomyces cerevisiae  KVL 013  
Penicilliumnordicum  101763  
Penicilliumcamenberti  112362  
Penicilliumcommune  311.48  
Penicilliumcommune  341.59  

YGP/30 
PDA/25 
PDA/25 
PDA/25 
PDA/25 

Collection de culture de l’Université de Copenhague 
Collection de culture de l’Université de Copenhague 
Collection de culture de l’Université de Copenhague 
Collection de culture de l’Université de Copenhague 
Collection de culture de l’Université de Copenhague 

*BHI: Brain Heart Infusion; NA: Nutrient Agar; YGP: Yeast Glucose Peptone; PDA: Potato Dextrose Agar 

aLund et al., 2000; bStenfors and Granum, 2001; cTurnbull et al., 1979; dAgata et al. 1994; eThorsen et al., 2010; 
fLindegaard Pedersen et al., 2012. 
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2.1.2 Les milieux de culture (solides et liquides) 

Ce sont : 

-Bouillon Brain heart Infusion (BHI, Oxoid CM1135 Basingstoke, Hampshire, 

England) 

-Gélose Brain Heart Infusion (BHI, Oxoid CM1136, Basingstoke, Hampshire, 

England) 

-Bouillon nutritif (Oxoid CM0001, Basingstoke, Hampshire, England) 

-Gélose nutritive (Oxoid CM0003, Basingstoke, Hampshire, England) 

-Gélose Luria-bertani : 10% tryptone (Difco 0123-15-5; Sparks, MD, USA), 0,5% 

extrait de levure (Oxoid LP0021), 0,5 % NaCl et 1,5 % agar (Oxoid LP0013) 

-Bouillon Yeast Glucose Peptone (YGP) : 1% (w/v) bactopeptone (211677, Becton, 

Dickinson, NJ, USA), 1% (w/v) glucose (Merck 38291142, Germany) et 0,5% (w/v) 

extrait de levure (Oxoid LP0021), pH 5, 6 ± 2 

-Gélose Yeast Glucose Peptone (YGP) : 1% (w/v) bactopeptone (211677, Becton, 

Dickinson, NJ, USA), 1% (w/v) glucose (Merck 38291142, Germany), 0,5% (w/v) 

extrait de levure (Oxoid LP0021) et 2% (w/v) agar, pH 5,6 ± 2  

-Gélose potato dextrose (213400, Becton, Dickinson) 

-Solution saline : 8,5 g/l NaCl et 1,5 g/lbactopeptone, pH 7 

- 0, 3% (w/v) oxgall bile (Sigma-Aldrich, Pcode: 30209037, Steinheim, Germany) 

Tous les milieux de culture ont été préparés en suivant les instructions des 

fabricants.  

 

2.1.3 Les tampons, les solutions et les enzymes 

� Les tampons et les solutions 

Ce sont : 

-Ethylenediamine tétraacétique (EDTA) 

-Tris-buffer : 20 mmol l-1 Tris, 1 mmol l-1 EDTA, pH 7 

-1xTE buffer : 10 mM Tris, 1 mM EDTA, pH 8.0 

-10x T.B.E : 108 g Trizma base ; 55 g acide borique ; 7,44 g EDTA ; H2O distillée 

q.s.p 1 l, pH 8,3. 

-1x PBS (Phosphate Buffered Saline): 8 g NaCl ; 0,2 g Kcl ; 1,44 g Na2HPO4 ; 0,24 g 

KH2PO4, pH 7,4. 
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-Bleu de Coomassie : 0,1 % Coomassie R-250, 40% éthanol, 10% acide acétique 

-Solutions HCl et NaOH (1N)  

-Acétone, éthanol, Acide tricholoroacétique (TCA), éthylacétate, acétonitrile, beta-

mercaptoéthanol, sulphate d’ammonium 

-Les réactifs pour la PCR : 2x PCR Master Mix/Dream Taq Green, 25 mM MgCl2, 

formamide, 2,5 mM dNTP, Dream Taq polymerase (Fermentas, Germany). 

� Les enzymes utilisées : 

-Trypsine du pancréas bovin (numéro de série T8003, Sigma -Aldrich), 

-Papaïne lyophilisée (numéro de série P4762, Sigma -Aldrich),  

-Protéase de Streptomyces griseus (numéro de série P6911, Sigma -Aldrich),  

-Protéinase K de Tritirachium album (numéro de série P6556, Sigma -Aldrich),  

-Catalase du foie bovin (numéro de série C1345, Sigma -Aldrich),  

-Lipase II du pancréas de porc (numéro de série L3126, Sigma-Aldrich) 

-α-amylase du pancréas de porc (numéro de série A3176) 

 

2.1.4 Les graines d’ H. sabdariffa  L. 

Les graines de d’H. sabdariffa utilisées dans la préparation du bouillon à base de 

graines broyées d’H. sabdariffa ont été achetées sur la place des marchés de 

Ouagadougou.  

 

2.2 Protocole des études réalisées 

2.2.1 Confirmation de l’identité des souches dominantes de Bacillus  spp. 

isolées du Bikalga  

2.2.1.1 Extraction de l’ADN bactérien 

L’extraction d’ADN a été faite selon la méthode décrite par Hansen et Hendriksen 

(2001). Pour ce faire, les souches ont été repiquées sur la gélose Luria-Bertani (LB) 

puis incubées à 25°C pendant 18 h. Une masse de cul ture bactérienne a été ensuite 

mise en suspension dans 250 µl de 1xTE buffer puis l’ensemble a été soumis à une 

lyse à 102°C pendant 10 minutes avant d’être centri fugé à 15 000 g pendant 10 

minutes. Le surnageant contenant l’ADN a été collecté et conservé à 4°C pour être 

utilisé dans les essais PCR.  
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2.2.1.2 Regroupement des isolats par M13-PCR (Polymerase Chain 

Reaction) 

Le M13-PCR a été réalisé selon le protocole décrit par Ehling-Schulz et al. (2005) en 

utilisant une amorce spécifique, le phage M13 (5’GAGGGTGGCGGCTCT3’) dérivé 

d’E. coli. Les PCR ont été conduites dans un volume final de 25 µl contenant : 12.5 

µl de 2x PCR Master Mix/Dream Taq Green, 9,5 µl d’eau pure stérile, 2 µl d’amorce 

(10 pmol/µl) et 1 µl de surnageant contenant l’ADN bactérien. Le programme 

d’amplification (Thermocycler; Applied Biosystems, 2720, Singapore) a été comme 

suit : une étape de dénaturation initiale de 3 minutes à 94°C, suivie de 35 cycles de 

1 min à 94°C (dénaturation), 1 min à 40°C (hybridat ion), 8 min à 65°C 

(polymérisation), et une étape d’élongation finale de 16 min à 65°C. Les amplicons 

on été séparés par électrophorèse sur gel d’agarose (1,5%). Les fragments d’ADN 

révélés dans une solution de bromure d’éthidium (4µg/L) ont été visualisés aux 

rayons UV puis numérisés à l’aide d’un appareil photo numérique (Alphaimager 

system, Alpha Innotech, San Francisco, USA). Le groupage des souches selon la 

méthode de similarité de leurs profils d’ADN a été réalisé à l’aide du logiciel 

BioNumérics 4.50 (Applied Maths, Sint-Martens-Latem, Belgium) comme décrit par 

Nielsen et al. (2007). Les ADN des souches de référence citées plus haut ont été 

utilisés dans les PCR pour la comparaison des profils. 

 

2.2.1.3 Amplification et séquençage du gène gyrB 

L’amplification du gène gyrB a été réalisée suivant la procédure décrite par Wang et 

al. (2007) en utilisant les amorces dégénérées UP1_F 

(5’GAAGTCATCATGACCGTTCTGCAYGCNGGNGGNAARTTYGA3’), et UP2R 

(5’AGCAGGGTACGGATGTGCGAGCCRTCNACRTCNGCRTCNGTCAT3’). Les PCR 

conduites dans un volume final de 50 µl étaient constituées de: 5 µl de 2x PCR 

Master Mix/Dream Taq Green, 4 µl de 25 mM MgCl2, 1 µl de formamide, 4 µl de 2.5 

mM dNTP, 28,4 µl d’eau pure stérile, 0.6 µl de Dream Taq polymerase, 2 µl de 

chaque amorce (forward et reverse de concentration10 pmol/µl) et 3 µl de 

surnageant contenant l’ADN bactérien. Le programme d’amplification (Thermocycler; 

Applied Biosystems, 2720, Singapore) a été comme suit: une étape de dénaturation 
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de 2 minutes à 94°C, suivi de 30 cycles de1 min à 9 4 °C, 1 min à 66°C et 2 min à 

72°C. L’amplification s’achevait avec une étape d’é longation finale de 7 min à 72°C. 

Le séquençage du gène gyrB a été réalisé par Macrogen Inc. Korea. Les séquences 

obtenues ont été analysées en utilisant le logiciel Chromas 

(http://www.technelsyssiu.com.au/chromas.html). L’identification des espèces a ainsi 

été faite par comparaison avec des séquences de nucléotides du gène gyrB 

enregistrées dans la base de données GenBank en utilisant l’algorithme BLAST 

(Altschul et al., 1997). 

 

2.2.2 Etude de l’activité antimicrobienne des souches dominantes de Bacillus  

spp. isolées du Bikalga  

2.2.2.1 Préparation des inocula des souches de Bacillus  spp. 

Les souches de Bacillus spp. conservées à -80°C dans du glycérol, ont été 

repiquées sur la gélose BHI et incubées à 37°C pend ant 24 h. Pour chaque souche, 

un tube à essai contenant 10 ml de bouillon BHI stérile à pH 7 a été inoculé avec 

une boucle de culture prélevée sur une colonie isolée puis a été mis à incuber à 

37°C sous agitation (120 tours/min) pendant 18 h. L a culture obtenue a été 

centrifugée à 5 000 g / 4°C pendant 10 min à l’aide  d’une centrifugeuse réfrigérante 

(Hettich Universal 30 RF). Le surnageant a été éliminé puis 10 ml de solution saline 

ont été ajoutés au culot. La concentration cellulaire (ufc/ml) des suspensions 

bactériennes obtenues a été déterminée par microscopie en utilisant une lame 

spéciale (Neubauer, Wertheaim, germany), puis des dilutions ont été effectuées en 

utilisant la solution saline pour obtenir une concentration bactérienne de 105 ufc/ml. 

 

2.2.2.2 Préparation des surnageants de culture des souches de Bacillus  spp. 

Chacune des souches de Bacillus spp. a été cultivée dans 50 ml de bouillon BHI 

contenus dans un flacon Erlenmeyer dans un bain-marie (GFL 1083; Bie and 

Berntsen, Rødovre, Denmark) sous agitation (120 tours/min) réglée à 37°C pendant 

18 h. Après incubation, chaque culture a été centrifugée à 10000 g pendant 30 min à 

4°C et le surnageant a été collecté. Le pH du surna geant a été ajusté à 7 avec du 
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NaOH 1N, puis le surnageant a été stérilisé par filtration à l’aide de filtres Millipore 

stériles de diamètre 0,45 µm (Tabbene et al., 2009).  

L’activité antimicrobienne a été déterminée pour les 13 souches dominantes de 

Bacillus spp. isolées du Bikalga contre 40 souches indicatrices. 

 

2.2.2.3 Détermination de l’activité antimicrobienne par la méthode de 

diffusion de tache de culture dans l’agar 

Les microorganismes indicateurs ont été cultivés une nuit (bactéries), ou 48 h 

(levures) ou 10 jours (moisissures) dans un milieu approprié et à une température 

adéquate tels que indiqués dans le tableau VII. Pour la détermination de l’activité 

antimicrobienne, 100 µl (approximativement 107ufc/ml) de culture ont été 

ensemencés à la surface de la gélose potato dextrose (seulement pour les 

moisissures) ou mélangés avec 10 ml de gélose BHI, ou de gélose nutritive, ou 

encore de gélose YGP dans une boîte de Petri et laissés à solidifier. Puis, trois 

microlitres d’inoculum de Bacillus (approximativement 105ufc/ml) ou 20µl (pour le 

test contre les moisissures) ont été déposés comme une tache sur la surface de la 

gélose et la boîte de Pétri a été incubée à la température optimale (comme indiqué 

dans le tableau VII) du microorganisme indicateur pendant 24 h (gélose BHI et 

nutritive), 48 h (gélose YGP) ou 7 jours (PDA). Après la période d’incubation, la 

présence d’une zone incolore autour de la tache a été observée et mesurée en mm. 

L’expérience a été réalisée en double en trois occasions séparées. 

 

2.2.2.4 Détermination de l’activité antimicrobienne par la méthode de 

diffusion en puits du surnageant de culture dans l’agar 

La méthode de diffusion en puits décrite par Motta et Brandelli (2002) et légèrement 

modifiée a été utilisée pour évaluer l’activité antimicrobienne des surnageants de 

culture des souches de Bacillus spp isolées du Bikalga. Brièvement, 100 µl 

(approximativement 107ufc/ml) de culture de chaque indicateur ont été mélangés 

avec 10 ml de gélose BHI, ou de gélose nutritive ou encore de gélose YGP dans une 

boîte de Pétri. Après solidification, deux puits (diamètre 6 mm) ont été faits dans 
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chaque boîte de Pétri puis remplis avec 20 µl de surnageant filtré. Après incubation 

des boîtes à la température optimale du microorganisme indicateur (Tableau VII) 

pendant 24 h (gélose BHI et nutritif) et 48 h (gélose YGP), les diamètres des zones 

d’inhibition apparaissant autour des puits ont été mesurés en mm. Des bouillons 

BHI, nutritif, et YGP non inoculés ont été utilisés comme témoins négatifs sur 

chaque boîte de Pétri. Trois essais ont été réalisés en double. 

 

2.2.3 Caractérisation physico-chimique des substances antimicrobiennes 

produites 

Les propriétés physico-chimiques des substances antimicrobiennes produites par les 

Bacillus spp. du Bikalga ont été étudiées en utilisant les surnageants des souches 

H4, I8, A4 et G3. Les essais d’activité antimicrobienne ont été effectués en utilisant 

B. cereus NVH391-98 comme souche indicatrice. 

 

2.2.3.1 Effet des enzymes, du pH, de la chaleur et des composés chimiques 

sur l’activité inhibitrice 

La substance antimicrobienne présente dans le surnageant a été testée pour sa 

sensibilité vis-à-vis d’une variété d’enzymes (toutes obtenues de Sigma-Aldrich, 

Brøndby, Denmark) : la trypsine du pancréas bovin (numéro de série T8003), la 

papaïne lyophilisée (numéro de série P4762), la protéase de Streptomyces griseus 

(numéro de série P6911), la protéinase K de Tritirachium album (numéro de série 

P6556), la catalase du foie bovin (numéro de série C1345), la lipase II du pancréas 

de porc (numéro de série L3126) et l’α-amylase du pancréas de porc (numéro de 

série A3176). Toutes les enzymes on été solubilisées dans des solutions tampons 

(phospate buffered saline à 0,005M). La sensibilité de la substance inhibitrice a ainsi 

été testée en incubant à 37°C pendant 2 h, l’extrai t de surnageant de culture de 

chaque souche additionné de l’enzyme à une concentration finale de 1mg/ml (Xie et 

al., 2009). L’activité antimicrobienne résiduelle a ensuite été déterminée contre 

l’indicateur B. cereus NVH391-98 par la méthode de diffusion en puits. Le 
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surnageant non traité additionné de tampon, le tampon seul et les solutions 

d’enzymes ont été utilisés comme témoins. L’expérience a été conduite en double.  

Pour analyser la résistance thermique de la substance inhibitrice, l’extrait de 

surnageant de culture a été exposé à des températures de 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 

et 100°C pendant 30 min, autoclavage à 121°C pendan t 15 min, 4°C pendant 30 

jours et à -20°C pendant 30 jours. Après refroidiss ement à 37°C, l’activité 

antimicrobienne a été vérifiée vis-à-vis de B. cereus NVH391-98 par la méthode de 

diffusion en puits. L’expérience a été réalisée en double. 

L’effet du pH sur l’activité antimicrobienne a été mis en évidence en variant le pH de 

l’extrait de surnageant de culture à des valeurs allant de 3 à 11 à l’aide de NaOH 1N 

et HCl 1N. Après incubation pendant 2 h à 37°C, le pH a été neutralisé à 7 (Cladera-

Olivera et al., 2004) et l’activité antimicrobienne a été testée contre B. cereus 

NVH391-98 par la méthode de diffusion en puits. Le surnageant non traité a été 

utilisé comme contrôle et l’essai a été réalisé en double. 

Différentes solutions chimiques ont également été ajoutées au surnageant et les 

mélanges ont été incubés à 37°C pendant 1 h avant d ’être testés pour leur activité 

contre B.cereus NVH391-98. Les solvants organiques tels que l’éthanol et l’acétone 

ont été utilisés à une concentration de 50% (v/v). L’EDTA, le beta-mercaptoéthanol 

et le TCA ont été utilisés à des concentrations de 10 mM, 10 mM et 100 mg/ml, 

respectivement (Motta et al., 2007b). Après le traitement avec le TCA, les 

échantillons ont été centrifugés à 10,000g pendant 5 min et le surnageant a été 

neutralisé à pH 7. Après chaque traitement, les échantillons ont été testés pour leur 

activité résiduelle contre B. cereus NVH391-98 par la méthode de diffusion en puits. 

Les solutions chimiques et le surnageant dilué avec une solution saline 

(8.75g/LNaCl) ont été utilisés comme contrôles (Xie et al., 2009) et les expériences 

ont été réalisées en double. 

 

2.2.3.2 Estimation de la taille des composés antimicrobiens par SDS-PAGE 

� Précipitation des protéines avec l’acide trichloroacétique  

20 ml de surnageant de chaque souche H4, I8, A4 et G3 ont été précipités en y 

ajoutant 50% w/v d’acide trichloroacétique (TCA) pour obtenir une concentration 

finale de 11% TCA. Après centrifugation à 15, 000 g pendant 30 min à 4ºC à l’aide 
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de la centrifugeuse Sorvall RC6, SS-34 (Norwalk, CT, USA), le culot de protéines a 

été lavé 2 fois avec 10 ml d’acétone. Les protéines ont ensuite été solubilisées dans 

200 µl de solution tampon Tris avant d’être testées pour leur activité antimicrobienne 

contre B. cereus NVH391-98 par la méthode de diffusion en puits. 

 

� Précipitation des protéines avec le sulfate d’ammonium (purification 

partielle) 

Du sulfate d’ammonium a été ajouté à 20 ml de surnageant jusqu’à atteindre 20%, 

30% et 40% de saturation. Après centrifugation à 10 000g pendant 15 min à 4°C les 

protéines obtenues ont été solubilisées dans 200 µl de tampon Tris et testées pour 

leur activité antimicrobienne contre B. cereus NVH391-98 en utilisant la méthode de 

diffusion en puits. 

 

� Détection directe de l’activité antimicrobienne sur gel d’électrophorèse 

Les protéines obtenues par précipitation avec le TCA, de même que celles obtenues 

par précipitation avec le sulfate d’ammonium ont été séparées sur le gel 20% 

RunBlue SDS-PAGE de la manière suivante : 10 µl de chaque échantillon en double 

ont été séparés avec le marqueur de protéine Mark 12 (LC5677, Invitrogen). Après 

électrophorèse (180 V, 90 mA, 50 min), le gel a été coupé en deux. Une partie a été 

traitée 1 heure durant par une solution de bleu de Coomassie, puis déteinte pendant 

1 heure à l’aide d’une solution contenant 7,5 % d’acide acétique et 10 % d’éthanol 

avant d’être lavée dans l’eau distillée stérile pendant 4 heures. Le gel a ensuite été 

déposé dans une boîte de Pétri et recouverte avec 5 ml de gélose BHI (0,7% w/v) 

préalablement inoculé avec 105 cellules/ml de la souche indicatrice B. cereus 

NVH391-98. Après incubation de la boîte à 37°C pend ant 24 h, le gel est observé 

pour la présence de zone d’inhibition (Motta et al., 2007a). 

L’autre partie du gel a subi une coloration à l’argent pour permettre une meilleure 

détection des bandes protéiques. Pour ce faire, le gel a été trempé pendant 1 h dans 

un mélange de solution (éthanol 40%, acide acétique 10%) puis lavé 3 fois dans de 

l’eau distillée. Le gel a ensuite été trempé dans une solution de thiosulfate de 

sodium 0,02% pendant 5 min avant d’être traité dans un mélange de solution glacée 
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(nitrate d’argent 0,1%; formaldéhyde 0,02%) pendant 1h. Après 3 rinçages d’1 min 

chacune, le gel a été développé dans un mélange de solution (carbonate de sodium 

3%; formaldéhyde 0,05%) et la coloration s’est achevée dans une solution d’acide 

acétique 5% avec l’apparition des bandes peptidiques. 

 

2.2.3.3 Analyse des substances antimicrobiennes par HPLC-MS 

Les analyses HPLC-MS ont porté sur le surnageant des souches H4 et I8. 

 

-Préparation des échantillons de la souche I8 : les extraits de substances 

inhibitrices produites par la souche I8 ont été obtenus selon deux méthodes 

d’extraction : 

Méthode 1  : Le surnageant de I8 a été préparé comme précédemment décrit et 

précipité avec 11% (w/v) de TCA. La suspension obtenue a été centrifugée à 15 

000g pendant 30 min à 4°C. Ensuite, 10 ml d’acétone  ont été ajoutés au culot de 

protéines obtenu et l’ensemble a été soumis à une centrifugation à 15 000g pendant 

30 min à 4°C. Le surnageant résultant a ensuite été  collecté et l’acétone évaporé 

sous hotte stérile avec le diazote (N2) pour donner l’extrait qui sera utilisé pour les 

analyses HPLC-MS. Les extraits ont été préparés en double. L’un des extraits a été 

solubilisé dans 30% (v/v) d’éthanol et d’eau stérile avant d’être utilisé pour tester 

l’activité inhibitrice contre les microorganismes indicateurs tandis que l’autre a été 

conservé à -20°C pour l’analyse HPLC-MS. Le TCA col lecté après la précipitation du 

surnageant de même qu’une solution de 30% d’éthanol et d’eau ont été utilisés 

comme témoins négatifs dans la détermination de l’activité antimicrobienne. 

Méthode 2: Cinq ml de surnageant de culture de I8 ont été précipités avec 5 ml 

d’éthyl-acétate toute une nuit. Ensuite la phase supérieure (surnageant) a été 

transférée dans un nouveau récipient puis l’éthyl-acétate a été évaporé avec le N2. 

Les échantillons ont été préparés en double. Comme précédemment, l’un d’eux a 

été solubilisé dans 30% (v/v) d’éthanol et d’eau et utilisé pour évaluer l’activité 

antimicrobienne pendant que l’autre a été conservé à -20°C pour les analyses 
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HPLC-MS. Une solution de 30% d’éthanol et d’eau et une solution d’éthyl-acétate 

ont été utilisées comme contrôles négatifs. 

 

-Préparation des échantillons de la souche H4:  le surnageant de culture précipité 

avec du sulfate d’ammonium à 20% de saturation a été séparé sur SDS-PAGE gel 

comme précédemment décrit. Cinq µg de BSA (Bovine Serum Albumin) ont 

également été séparés sur le gel comme témoin négatif pour vérifier la capacité 

d’extraction du gel. Puis le gel a été coloré au bleu de Coomassie. La bande 

protéique associée à l’activité antimicrobienne a été coupée et transférée dans un 

tube Eppendorf stérile. Le morceau de gel ainsi obtenu a été lavé avec 40% 

d’éthanol jusqu’à la décoloration puis traité avec une solution d’acétonitrile à 40% 

pendant 15 min. Après cette étape, le restant d’acétonitrile a été éliminée et une 

solution de bicarbonate d’ammonium 50 mM a été ajoutée au gel et le tube incubé à 

37°C pendant une nuit. Enfin le surnageant a été tr ansféré dans un nouveau tube 

Eppendorf, testé pour son activité antimicrobienne et conservé à –20°C pour 

l’analyse HPLC-MS. 

 

-Analyses HPLC-MS 

L’analyse des échantillons a été faite en utilisant un système Ultra High Performance 

Liquide Chromatography (UHPLC) (Dionex Ultime 3000, Sunnyvale, CA) couplée à 

une maxis G3 quadripolaire du spectromètre de masse (Bruker, Bremen, Allemagne) 

équipé d'une source électrospray (ESI). La séparation de 1-5µl d’échantillon a été 

effectuée à 40°C en utilisant une colonne de 150 mm ×2,1mmID, 1,7 µm BEH C18 

(Waters, Milford, MA, USA). La phase mobile était constituée d’un mélange d’eau et 

d’acétonitrile (tous tamponnés avec 20mM d'acide formique) à un débit de 

0,4mL/min avec un programme de gradient d'élution (commençant à partir de 10% 

d'acétonitrile et augmentant à 100% en 9 minutes, maintenu pendant 2 minutes).La 

spectrométrie de masse à haute résolution (High Resolution Mass Spectrometry : 

HRMS) a été réalisée en ESI+ avec une gamme d'acquisition de données de 10 

balayages par seconde à 100-1500m/z et une résolution de 40000 FMWH. Le 

spectromètre de masse a été étalonné à l'aide de formate de sodium 
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automatiquement infusée avant chaque série d'analyses, fournissant une précision 

de masse de moins de 1,5 ppm en mode MS. 

Les pics observés uniquement dans la base Chromatogramme de pointe des 

échantillons bioactifs ont été évalués pour la formation d'adduits, de [M+H]+, 

[M+2H]2+, [M+NH4]
+, [M+3H]4+, [M+H+NH4]

2+, [M+Na]+, [M+H+Na]2+ et la masse 

précise (± 0,005 m/z) a été recherchée dans la base de données Antibase 2010 

(37 185 métabolites secondaires microbiens) (Wiley & Sons, Hoboken, NJ). Des 

étalons d’iturine A (Sigma-Aldrich) et de surfactine (Sigma-Aldrich) ont été co-

analysés. Les principaux pics du gel SDS ont également été manuellement 

inspectés pour l'état de charge et l'échantillon a été analysé avec des paramètres de 

masse élevée (m/z300-3500). 

 

2.2.4 Recherche des gènes codant pour les bactériocines (subtiline, 

subtilosine, sublancine et éricine), les lipopeptides 

(iturine/mycosubtiline, surfactine/lichenysine et fengycine/plipastatine), 

les polykétides (difficidine, macrolantine et bacillaene) et la dipeptide 

bacilysine 

Des PCR ont été réalisées pour déterminer la présence des gènes codant pour la 

synthèse de la subtiline, la subtilosine, l’ericine, la sublancine, l’iturine, la 

mycosubtiline/iturine, la surfactine/lichenysine, la fengycine, la 

plipastatine/fengycine, la bacillomycine, la difficidine, la bacillaene, la macrolactine et 

la bacilysine dans l’ADN des souches H4, I8, A4 et G3. L’ADN génomique de B. 

amyloliquefaciens DSM7 (ituC, ituD, ituA, bacA/B, bmyA, baeA), de B. subtilis subsp. 

subtilis DSM 10 (srfA, sfp, ywiB, spoA, spoX, albA) et de B. subtilis subsp. spizizenii 

DSM 15029 (etnS) ont été utilisés comme contrôles positifs. Les amorces oligo-

nucléotidiques utilisées pour l’amplification sont consignées dans le tableau VIII. 

Les réactions PCR ont été conduites dans un volume final de 25 µl contenant : 12,5 

µl de 2x PCR Master Mix/Dream Taq Green (Fermentas GmbH, St. Leon-Rot, 

Germany), 9,5 µl d’eau pure stérile, 1 µl de chaque reverse et forward primer (10 

pmol/ µl) et 1 µl de surnageant contenant l’ADN bactérien. Les conditions de PCR 
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utilisées pour l’amplification (Thermocycler ; Applied Biosystems, 2720, Singapore) 

ont été celles décrites dans les références citées dans le tableau VIII.  

 

Tableau VIII : Amorces oligo-nucléotidiques utilisées 

Bactériocines/ 
Lipopeptides / 
Polyketides 

Gènes 
ciblés 

Amorces Séquence amorces (5’to 3’) Référence 

Subtilosine ywiB, sboA 
albA 

Osbo P1N  CCTCATGACCAGGACTTCGCCTT Kaboré et al. 2012 
Osbo P2N  CGGTGCCGAGCGCTTCAGGT 

 
Subtiline 

 
spaS 

SpaS_Fwd CAAAGTTCGATGATTTCGATTTGGAT
GT 

Sutyak et al. 2008 

SpaS_Rev GCAGTTACAAGTTAGTGTTTGAAGG
AA 

Ericine eriC, eriSa, 
eriSb 

Eric_F TCAACTGACCGGGCAGGAGC Kaboré et al. 2012 
Eric_R AAGTATTTGGCCTACAGCGACTCG 

Sublancine sunT SUNT-F1 GCTTTGTTAGAAGGGGAGGAAT Chung et al. 2008 
SUNT-R1 CTTGTCCCAACCCATAGGATAA 

Iturine ituD ITUD-F1 TTGAAYGTCAGYGCSCCTTT Chung et al. 2008 

ITUD-R1 TGCGMAAATAATGGSGTCGT 

ituC ITUC-F1 CCCCCTCGGTCAAGTGAATA Chung et al. 2008 

ITUC-R1 TTGGTTAAGCCCTGATGCTC 

Iturine A ituA ITUD1F GATGCGATCTCCTTGGATGT Sarangi et al. 2009 

ITUD1R ATCGTCATGTGCTGCTTGAG 

Surfactine srfA SRFA-F1 AGAGCACATTGAGCGTTACAAA Chung et al. 2008 

SRFA-R1 CAGCATCTCGTTCAACTTTCAC 

sfP  
 

SFP-F1 ATGAAGATTTACGGAATTTA Chung et al. 2008 

SFP-R1 TTATAAAAGCTCTTCGTACG 

srf/lch As1-F CGCGGMTACCGVATYGAGC Tapi et al. 2010 

Ts2-R ATBCCTTTBTWDGAATGTCCGCC  

Mycosubtiline myc/itu Am1-F CAKCARGTSAAAATYCGMGG Tapi et al. 2010 

Tm1-R CCDASATCAAARAADTTATC  

Fengycine fen 
 

Af2-F GAATAYMTCGGMCGTMTKGA Tapi et al. 2010 

Tf1-R GCTTTWADKGAATSBCCGCC  

Plipastatine  pps Ap1-F AGMCAGCKSGCMASATCMCC Tapi et al. 2010 

Tp1-R GCKATWWTGAARRCCGGCGG  

Bacillaene baeA baeR_F ATGTCAGCTCAGTTTCCGCA Présente étude 

  baeR_R GATCGCCGTCTTCAATTGCC  

Macrolactine mnlA mlnA_F CCGTGATCGGACTGGATGAG Présente étude 

  mlnA_R CATCGCACCTGCCAAATACG  

Bacilysine bacA/B bacA/B_F TGCTCTGTTATAGCGCGGAG Présente étude 

 bacA/B_R GTCATCGTATCCCACCCGTC  

Bacillomycine  bmyA bmyA_F CTCATTGCTGCCGCTCAATC Présente étude 

  bmyA_R CCGAATCTACGAGGGGAACG  

Difficidine dfnA dfnA_F GGATTCAGGAGGGCATACCG Présente étude 

  dfnA_R ATTGATTAAACGCGCCGAGC  
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Les amorces utilisées pour la détection des gènes de synthèse des polykétides 

macrolactine (mlnA), bacillaene (baeA) et difficidine (dfnA), la dipeptide bacilysine 

(bacA/B) et la bacillomycine (bmyA) de la famille des iturines ont été désignées en 

se basant sur la séquence du génome de B. amyloliquefaciens subsp. 

amyloliquefaciens FZB42 (NC_009725) à l’aide du logiciel primer blast 3 (Ye et al., 

2012). Le programme d’amplification a été comme suit : une dénaturation initiale de 

94°C pendant 4 min, suivie de 30 cycles de 94°C pen dant 30 s, 57°C pendant 30 s, 

72°C pendant 75 s et une élongation finale de 72°C pendant 7 min. Les amplicons 

ont été séparés par électrophorèse sur gel d’agarose (1,5% (w/v), 120 V, 2 h). Les 

fragments d’ADN révélés dans une solution de bromure d’éthidium (4µg/L) ont été 

visualisés aux rayons UV puis numérisés à l’aide d’un appareil photo numérique 

(Alpha imager system, Alpha Innotech, San Francisco, USA).  

 

2.2.5 Cinétique de croissance et de production des substances inhibitrices 

Des inocula des souches A4, I8, G3 et H4 ont été préparés comme précédemment 

décrit. Puis un inoculum de chaque souche a été ensemencé dans un Erlenmeyer 

de 250 ml contenant 50 ml de bouillon BHI pour avoir une concentration initiale de 

102–103 ufc/ml. Les Erlenmeyers contenant les cultures ont ensuite été incubés à 

37°C dans un bain-marie (GFL 1083; Bie and Berntsen , Rødovre, Denmark) sous 

agitation (120 tpm). Des échantillons ont été aseptiquement prélevés chaque 2 h 

pendant 24 h pour déterminer la croissance bactérienne, le pH et l’activité 

antimicrobienne des surnageants de culture. La croissance bactérienne a été 

déterminée en mesurant la densité optique (DO600) à l’aide d’un spectrophotomètre 

(O.D; Shimadzu, Kyoto, Japan) et en déterminant la population bactérienne (ufc/ml) 

par dénombrement sur gélose BHI. Le pH de chaque échantillon a également été 

enregistré (PHM 250, Radiometer Analytical, Brønshøj, Denmark). L’activité 

antimicrobienne des surnageants de culture de chaque échantillon a été évaluée par 

la méthode de diffusion en puits dans l’agar contre B. cereus NVH391-98. 

 

2.2.6 Essais de production de substances inhibitrices par les souches A4, I8, 

G3 et H4 dans le bouillon des graines broyées d’ H. sabdariffa  
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Le bouillon des graines broyées d’H. sabdariffa a été préparé comme suit : les 

graines d’H. sabdariffa obtenues sur la place des marchés de Ouagadougou ont été 

broyées en poudre à l’aide d’un broyeur (Bosch MKM 6003). Une quantité (5 g) de la 

poudre ainsi obtenue a été cuite dans de l’eau distillée (50 ml) dans un Erlenmeyer 

de 250 ml pendant 3-4 h. Après cuisson, le pH du bouillon a été ajusté à 7,4 ± 0.2 et 

le bouillon a été stérilisé à 121°C pendant 15 min.  Pour l’essai, chaque souche a été 

ensemencée (1% v/v à une concentration initiale de 105 ufc/ml) dans un Erlenmeyer 

contenant le bouillon des graines broyées d’H. sabdariffa et le flacon a été incubé 

dans un bain-marie (GFL 1083; Bie and Berntsen, Rødovre, Denmark) à 37°C sous 

agitation (120 tpm). Des échantillons ont été collectés après 0, 12, 18 et 24 h 

d’incubation pour déterminer la croissance bactérienne (ufc/ml) et le pH (PHM 250, 

Radiometer Analytical, Brønshøj, Denmark). A partir de 2 ml de culture de chaque 

échantillon, le surnageant a été préparé comme précédemment décrit et a été utilisé 

pour déterminer l’activité antimicrobienne contre B. cereus NVH391-98 par la 

méthode de diffusion en puits dans l’agar. Les surnageants des souches A4, I8, G3 

et H4 cultivées dans le bouillon BHI ont été utilisés comme témoins positifs. 

L’expérience a été réalisée en double en deux occasions différentes. 

 

2.2.7 Résistance des Bacillus  spp. dominantes du Bikalga  aux antibiotiques 

2.2.7.1 Détermination de la sensibilité des souches aux antibiotiques : 

détermination des concentrations Minimales Inhibitrices (CMI) 

Les Concentrations Minimales Inhibitrices (CMI) ont été déterminées pour 24 

antibiotiques (Tableau IX) en utilisant la méthode de dilution en milieu liquide et en 

milieu gélosé avec le bouillon BHI et l’agar BHI. Cela a été fait suivant les normes 

établies parle CLSI (Clinical and Laboratory Standard Institute, Wayne, Etats-Unis). 

Les concentrations critiques d’antibiotiques définies pour les Bacillus spp. ont été 

utilisées pour catégoriser les bactéries de sensibles ou de résistantes selon la 

description de l’autorité européenne de sécurité alimentaire (European Food safety 

Authority, EFSA, 2008). Pour les antibiotiques non inclus dans la liste de l’EFSA, les 

concentrations critiques pour des bactéries Gram-positives étroitement liées aux 

Bacillus spp. ont été utilisées (Tableau IX).  
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Tableau IX : Concentrations critiques des antibiotiques et les gènes de résistance 

investigués 

Anti biotiques  Concentrations 
critiques 
proposées (µg/ml) 

Source  Gènes de résistance 
recherchés 

Avilamycin  ≥ 16 CLSI (Enterococcus)  
Bacitracin  ≥ 16  Jensen et al. (2001)  
Chloramphenicol  > 8  EFSA (2008) catpIP501 
Ceftiofur  ≥8  CLSI (Staphylococcus)  
Ciprofloxacin  ≥ 4  Jensen et al. (2001)  
Daptomycin  ≥ 8  CLSI (Enterococcus)  
Erythromycin  > 4  EFSA (2008) erm(A), erm(B), erm(C) 
Flavomycin  ≥ 16  CLSI (Enterococcus)  
Florfenicol  ≥ 32  CLSI (Staphylococcus)  
Gentamicin  > 4  EFSA (2008)  
Kanamycin  > 8  EFSA (2008) aph(3”)-I, aph(3”)-III, ant(2”)-I 
Linezolid  ≥ 4  CLSI (Staphylococcus)  
Penicillin  ≥ 0.25  Luna et al. (2007) blaZ 
Salynomycin  ≥ 16  CLSI (Enterococcus)  
Spectinomycin                                                                                                                ≥128  CLSI (Staphylococcus)  
Streptomycin   > 8  EFSA (2008) aadA, aadE, StrA, StrB, 
Sulphamethoxazol  ≥ 256 CLSI (Staphylococcus)  
Synercid  > 4  EFSA (2008)  
Tetracyclin  > 8  EFSA (2008)  
Tiamulin  ≥ 32  CLSI (Staphylococcus)  
Tigecycline  > 0.5  Luna et al. (2007)  
Trimethoprim  ≥ 16  CLSI (Staphylococcus) dfr(A) 
TMP+SMX ≥4  Luna et al. (2007)  
Vancomycin  > 4  EFSA (2008)  

 

2.2.7.2 Recherche de quelques gènes de résistance aux antibiotiques 

Pour certains antibiotiques vis-à-vis desquels les bactéries étudiées ont présenté 

une résistance, des PCR ont été réalisées pour voir si ces bactéries ne possédaient 

pas dans leur ADN les gènes de résistance à ces antibiotiques. De ce fait, une 

amplification des gènes associés à la résistance au chloramphénicole (catpIP501), 

l’érythromycine (erm(A), erm(B), erm(C)), la kanamycine (aph(3”)-I, aph(3”)-III, 

ant(2”)-I), la pénicilline (blaZ), la streptomycine (aadA, aadE, StrA, StrB), et la 

triméthoprime (dfr(A)) a été faite selon le protocole décrit par Jensen et al. (1999). 

Toutes les PCR ont été conduites selon le programme de température suivant: une 

dénaturation initiale à 94°C pendant 3 min, 25 ou 3 5 cycles de dénaturation à 94°C 

pendant 1 min, 45–65°C pendant 1 min, selon la temp érature d’hybridation de 

chaque amorce (Tableau X) et une étape d’élongation à 72°C pendant 1 min puis 

l’amplification a été achevée avec une étape d’élongation finale à 72°C pendant 10 
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min. 10 µl de produit PCR ont ensuite été séparés par électrophorèse sur 1.5% de 

gel d’agarose (120 V, 2 h) et visualisés après coloration au bromure d’éthydium. 

 

Tableau X : Amorces utilisées pour la détection des gènes de résistance aux antibiotiques 

Gènes de 
résistance 

Amorces  Température 
d’hybridation (°C) 

 
catp IP501 

 
5’-GGATATGAAATTTATCCCTC-3’ 

 
47 

5’-CAATCATCTACCCTATGAAT-3’  
erm (A) 5’-AAGCGGTAAAACCCCTCTGAG-3’ 55 

5’-TCAAAGCCTGTCGGAATTGG-3’  
erm (B) 5’-CATTTAACGACGAAACTGGC-3’ 52 

5’-GGAACATCTGTGGTATGGCG-3’  
erm (C) 5’-CAAACCCGTATTCCACGAGG-3’ 48 

5’-ATCTTTGAAATCGGCTCAGG-3’  
aph (3”) -I 5’-AACGTCTTGCTCGAGGCCGCG-3’ 68 

5’-GGCAAGATCCTGGTATCGGTCTGCG-3’  
aph (3”) -III 5’-GCCGATGTGGATTGCGAAAA-3’ 52 

5’-GCTTGATCCCCAGTAAGTCA-3’  
ant (2”) -I 5’-GGGCGCGTCATGGAGGAGTT-3’ 67 

5’-TATCGCGACCTGAAAGCGGC-3’  
blaZ  5’-CAGTTCACATGCCAAAGAG-3’ 54 

5’-TACACTCTTGGCGGTTTC-3’  
aadA  5’-ATCCTTCGGCGCGATTTTG-3’ 56 

5’-GCAGCGCAATGACATTCTTG-3’  
aadE 5’-ATGGAATTATTCCCACCTGA-3’ 50 

5’-TCAAAACCCCTATTAAAGCC-3’  
StrA  5’-CTTGGTGATAACGGCAATTC-3’ 55 

5’-CCAATCGCAGATAGAAGGC-3’  
StrB  5’-ATCGTCAAGGGATTGAAACC-3’ 56 

5’-GGATCGTAGAACATATTGGC-3’  
dfr(A)  5’-CCTTGGCACTTACCAAATG-3’ 

5’-CTGAAGATTCGACTTCCC-3’ 
50 

 

 

2.2.8 Résistance à l’acide et tolérance à la bile des souches de Bacillus  

spp.dominantes du Bikalga  

2.2.8.1 Préparation des inocula des souches de Bacillus  spp. 

Chacune des 13 souches de Bacillus spp. a été repiquée sur la gélose BHI et 

incubée à 37°C pendant 24 h. Une colonie a ensuite été ensemencée dans 10 ml de 

bouillon BHI, pH 7, puis le bouillon a été incubé sous agitation (120 tpm) à 37°C 

pendant 18 h. La culture obtenue a été centrifugée à 5000 g (4°C) pendant 10 min 

puis 10 ml de solution saline stérile à pH 7 ont été ajoutés au culot. La concentration 

cellulaire a ensuite été déterminée au microscope en utilisant la lame Neubauer 
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(Wertheim, Germany) et des dilutions ont été faites à l’aide de la solution saline pour 

obtenir une concentration cellulaire approximative de 106 ufc/ml.  

 

2.2.8.2 Effet de l’acidité sur les souches 

La résistance à l’acide a été évaluée en utilisant le bouillon BHI pH 2,5 selon la 

méthode décrite par Klingberg et al. (2005). 100 µl de suspensions cellulaires de 

chaque Bacillus contenant approximativement 106 ufc/ml ont été inoculés dans 10 ml 

de bouillon BHI, pH 2,5 puis incubés à 37°C. Le mêm e volume a été inoculé dans du 

bouillon BHI à pH 7 pour servir de témoin. Des prélèvements ont été effectués à 0, 

1, 2, 3 et 4 h. Chaque prélèvement a subi des dilutions décimales et a été 

ensemencé dans la gélose BHI, puis les boîtes ont été incubées à 37°C pendant 24 

h. Après la période d’incubation, les colonies ont été comptées et le nombre de 

cellules (ufc/ml) a été calculé selon la norme ISO 7218 (2007). Deux essais ont été 

réalisés pour chaque souche.  

 

2.2.8.3 Effet de la bile sur les souches 

La tolérance à la bile des souches de Bacillus spp. a été examinée en utilisant la 

méthode décrite par Klingberg et al. (2005). Pour ce faire, 100 µl de suspensions 

cellulaires de chaque souche de Bacillus contenant approximativement 106ufc/ml ont 

été inoculés dans 10 ml de bouillon BHI, pH 7 contenant 0,3% (w/v) bile oxgall 

(Sigma-Aldrich, Pcode: 30209037, Steinheim, Germany). Le même volume a été 

inoculé dans du bouillon BHI sans bile oxgall pour servir de témoin. Les cultures ont 

ensuite été incubées à 37°C et des prélèvements ont  été effectués à 0, 1, 2, 3 et 4 h. 

Chaque prélèvement a subi des dilutions décimales et a été ensemencé dans la 

gélose BHI, puis les boîtes ont été incubées à 37°C  pendant 24 h. Après la période 

d’incubation, les colonies ont été comptées et le nombre de cellules (ufc/ml) a été 

calculé selon la norme ISO 7218 (2007). Deux essais ont été réalisés pour chaque 

souche.  

La tolérance des Bacillus à la bile après exposition à l’acide a également été 

étudiée. Pour ce faire, 100 µl d’inoculum de chaque Bacillus ont d’abord été 

ensemencés dans 10 ml de bouillon BHI, pH 2.5. Après incubation à 37°C pendant 3 
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h, la culture bactérienne a été centrifugée (5000g, 10 min), 10 ml de bouillon BHI 

contenant 0.3% (w/v) de bile oxgall ont été ajoutés au culot et le tube a été incubé à 

37°C sous agitation. La croissance bactérienne a ét é vérifiée après 24 h d’incubation 

(en comptant à partir de la première période d’incubation) par dénombrement sur 

gélose BHI.  

 

2.2.9 Méthodes d’analyses statistiques des données 

Les données ont été analysées et traitées sur EXCEL suivant une statistique 

descriptive avec des calculs de paramètres de position (moyenne) et de dispersion 

(écart-type). 



69 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

CHAPITRE III : RESULTATS ET DISCUSSION 
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3.1 Résultats 

Le présent travail a consisté à une caractérisation de plusieurs souches de Bacillus 

spp. en vue de la mise au point de starters pour une fermentation contrôlée du 

Bikalga. Ces souches identifiées par le séquençage du gène 16S rRNA comme B. 

subtilis et B. licheniformisdans des études antérieures (Ouoba et al., 2008), 

représentent les microorganismes responsables de la fermentation naturelle du 

Bikalga provenant de différentes régions du Burkina Faso. En prélude à leur 

caractérisation, il était important de préciser l’identité des souches en utilisant des 

méthodes de biologie moléculaire plus discriminatoires telle que le séquençage du 

gène gyrB. Cela a ainsi permis de confirmer l’identité des B. subtilis G2, C3, C6, H4, 

F1, I7 et de montrer qu’ils appartiennent à la sous-espèce subtilis. L’identité des B. 

licheniformis E3 et F9 a également été confirmée. Cependant, les souches A4, I8 et 

G3 antérieurement identifiées comme B. subtilis ont été ré-identifiées comme B. 

amyloliquefaciens ssp. plantarum tandis que les souches J3 et E5 auparavant 

identifiées comme B. subtilis ont été reclassées comme B. licheniformis. L’ensemble 

des souches ré-identifiées ont alors été caractérisées. Les premiers travaux de 

caractérisation ont porté uniquement sur les souches de B. subtilis ssp. subtilis et de 

B. licheniformis (Compaoré et al., 2013a). L’article 1 décrit la capacité des six 

souches de B. subtilis ssp. subtilis et des quatre souches de B. licheniformis à 

inhiber la croissance d’une multitude de microorganismes pathogènes. Il renseigne 

en outre sur les caractéristiques et l’identité des substances antimicrobiennes 

produites par une souche sélectionnée de B. subtilis ssp. subtilis nommée H4. 

Ensuite, les trois souches de B. amyloliquefaciens ssp. plantarum faisant également 

partie de la flore dominante du Bikalga ont été caractérisées par rapport à leurs 

propriétés antimicrobiennes (Compaoré et al., 2013b). Cet article donne aussi les 

caractéristiques et l’identité des substances inhibitrices produites par ces souches. 

Enfin, la résistance des 13 souches de Bacillus spp. aux antibiotiques, au pH acide, 

ainsi que leur capacité à tolérer la bile ont également été déterminés comme critères 

complémentaires de sélection de nos cultures starters (Compaoré et al., 2013c).  
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3.1.1 Résumé de l’article 1 

Six souches de B. subtilis ssp. subtilis et quatre souches de B. licheniformis ont été 

étudiées par rapport à leur capacité d’inhiber une large gamme (36) d’indicateurs de 

bactéries pathogènes comprenant des bactéries Gram-positives et Gram-négatives 

ainsi que des levures pathogènes. L’inhibition a été examinée par des tests de 

diffusion de tache de culture et de diffusion en puits du surnageant de culture dans 

l’agar BHI. Après examen de l’activité inhibitrice des différentes souches, B. subtilis 

ssp. subtilis H4 a été sélectionné pour étudier en détail les caractéristiques de sa 

substance antimicrobienne. La capacité inhibitrice de H4 contre B. cereus a 

également été évaluée dans un bouillon préparé à base de graines broyées d’H. 

sabdariffa afin de tester sa capacité en milieu réel. 

Les Bacillus spp. ont montré une capacité variable à inhiber la croissance des 

indicateurs selon la méthode utilisée. A partir de la méthode de diffusion de tache de 

culture dans l’agar, il a été observé que toutes les souches de Bacillus (à l’exception 

de B. subtilis ssp. subtilis C3) étaient capables d’inhiber la croissance d’au moins un 

indicateur de bactérie pathogène. Les bactéries pathogènes inhibées comprenaient 

des indicateurs Gram-positifs et Gram-négatifs à savoir B. cereus, Listeria 

monocytogenes, Salmonella Oranienburg, Salmonella Nigeria, Salmonella 

Typhimurium, Salmonella Infantis, M. luteus, Yersinia enterocolitica. Quant aux 

surnageants de cultures pures, ils ont uniquement inhibé les indicateurs de bactéries 

pathogènes Gram-positifs dont B. cereus, L. monocytogenes, M. luteus et S. aureus. 

Aucune souche de levure pathogène n’a été inhibée par les Bacillus étudiés. Des 10 

souches étudiées, les surnageants de B. subtilis spp subtilis G2, H4 et F1 ont 

montré les meilleures capacités inhibitrices et H4 a été sélectionnée pour 

caractériser et identifier sa substance antimicrobienne.  

La caractérisation de la substance antimicrobienne produite par H4 a révélé que 

l’activité inhibitrice était détectée en milieu de la phase exponentielle de croissance, 

qu’elle était sensible à la protéase et à la trypsine mais était résistante à l’action de 

la protéinase K et de la papaïne. Il a également été trouvé que le traitement à l’α-

amylase et à la lipase II entrainait une perte complète de l’activité antagonistique du 

surnageant de H4 indiquant qu’un fragment de sucre et un fragment lipidique sont 

nécessaires à l’activité. Lorsque la substance inhibitrice de H4 a été soumise au 
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traitement avec le beta-mercaptoéthanol, une perte significative d’activité a été 

observée indiquant la présence de ponts disulfures. L’activité antimicrobienne de H4 

était également résistante à la chaleur (jusqu’à 121°C pendant 15 min), au froid (4°C 

et -20°C pendant 30 jours), de même qu’aux pH acide  et basique (pH 3-10). Les 

gènes de synthèse de la subtilosine (yiwB, sboA, spoX, albA), de la subtiline (spaS), 

de la surfactine (srfA, SfP, Srf/lch) et de la plipastatine (pps) ont été détectés dans 

l’ADN de H4 par PCR (annexe 2). L’analyse SDS-PAGE des protéines précipitées 

(avec le TCA et avec 20% de sulfate d’ammonium) du surnageant de H4 a révélé 

que l’activité inhibitrice de H4 était liée à une seule bande protéique de poids 

moléculaire d’environ 4000 Da. L’HPLC-MS conduite après extraction des composés 

antimicrobiens du morceau de gel contenant cette bande a cependant permis 

d’identifier des surfactines et une protéine ayant une masse monoisotopique de 

3346,59 Da différant de la masse molaire de la subtilosine (3400,57 Da) et de la 

subtiline (3319,56 Da). En outre, aucune des bactériocines subtiline et subtilosine ne 

contient des résidus de lipide, des résidus de sucre ou des ponts disulfures. Ces 

résultats suggèrent que B. subtilis ssp. subtilis H4 produit une nouvelle bactériocine 

dont l’activité inhibitrice est probablement améliorée par la présence des surfactines. 

Au regard de ces résultats, B. subtilis ssp. subtilis H4 se présente comme un 

potentiel candidat pouvant être utilisé comme culture starter durant la fermentation 

contrôlée du Bikalga afin d’assurer la qualité sanitaire du produit. Cependant, malgré 

une bonne croissance de H4 dans le bouillon des graines broyées d’H. sabdariffa, 

aucune activité antimicrobienne du surnageant collecté à 12, 18 et 24 h n’a été 

observée. 

Les résultats de ces travaux ont également été valorisés sous la forme d’un Poster 

(annexe 3) présenté à la conférence annuelle de l’Association Internationale de 

Protection des Aliments (IAFP 2013), 28-31 Juillet 2013, Charlotte, Caroline du 

Nord, Etats Unis d’Amérique. 
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3.1.2 Article 1 publié: Coproduction of surfactin and a novel bacteriocin by 

Bacillus subtilis  subsp. subtilis  H4 isolated from Bikalga , an African alkaline 

Hibiscus sabdariffa  seed fermented condiment. 

 

Compaoré, C.S., Nielsen, D.S., Ouoba, L.I.I., Berner, T.S., Nielsen, K.F., 

Sawadogo-Lingani, H., Diawara, B., Ouédraogo, G.A., Jakobsen, M., Thorsen, 

L., 2013.  

 

Publié dans International Journal of Food Microbiology 162: 297-307.  
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3.1.3 Résumé de l’article 2 

Dans notre étude précédente, nous avons caractérisé les souches de B. subtilis ssp. 

subtilis et de B. licheniformis dominantes du Bikalga. Puis, la souche de B. subtilis 

ssp. subtilis H4  a été sélectionnée comme potentiel culture starter sur la base de 

son pouvoir antimicrobien grâce à la production d’une nouvelle bactériocine et des 

surfactines. Dans la présente étude, nous nous sommes intéressés à la 

caractérisation des trois souches de B. amyloliquefaciens ssp. plantarum (A4, I8 et 

G3) également identifiées parmi les Bacillus spp. dominants du Bikalga. Cette 

caractérisation a porté sur l’évaluation de leur activité antimicrobienne contre les 

indicateurs de microorganismes pathogènes testés dans l’étude précédente, en plus 

de six souches de Penicillium spp. Cela a été fait par la méthode de diffusion de 

tache de culture et celle de diffusion en puits du surnageant de culture. La capacité 

inhibitrice des trois souches contre B. cereus a également été évaluée dans un 

bouillon préparé à base de graines broyées d’H. sabdariffa afin de tester leur 

capacité en milieu réel. En outre, les caractéristiques et la nature des substances 

antimicrobiennes produites par les trois souches dans le bouillon BHI ont été 

examinées par des analyses physico-chimiques et PCR.  

Les résultats ont montré que quel que soit la méthode utilisée, les trois souches de 

B. amyloliquefaciens ssp. plantarum présentaient à peu près les mêmes capacités 

inhibitrices. Elles ont exprimé une forte activité antimicrobienne contre toutes les 

souches de Penicillium spp. et contre tous les indicateurs de bactéries pathogènes 

Gram-positifs (excepté Staphylococcus aureus) et Gram-négatifs comprenant B. 

cereus, L. monocytogenes, M. luteus, E. coli, S. Typhimurium, S. Nigeria, S. 

Thompson, S. Oranienburg, S. Enteridis, Shigella dysenteria, Shigella flexneri et Y. 

enterocolitica.  

Les analyses physico-chimiques des substances inhibitrices ont montré qu’elles 

étaient résistantes au pH variant de 3 à 11, à la chaleur (jusqu’à 80°C pendant 30 

min), ainsi qu’à l’action enzymatique de la trypsine, la papaïne, la protéase, la 

protéinase K, la catalase, la lipase II et l’α-amylase. Il a également été trouvé que 

l’activité antimicrobienne des trois souches ne pouvait pas être visualisée par SDS-

PAGE, confirmant leur nature non protéique. Les résultats des essais PCR ont 

révélé la présence des gènes codant pour la synthèse des lipopeptides iturine (ituA, 
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ituD, ituC), mycosubtiline (myc/itu), bacyllomycine (bmyA), surfactine (srf/lch) et 

fengycine (fen), les polykétides difficidine (dfnA), macrolactine (mlnA), bacillaene 

(baeA) et la dipeptide bacilysine (bacA/B) dans le génome de chaque souche, ce qui 

montre que les souches ont la capacité de produire ces composés antimicrobiens. 

Quant aux gènes codant pour la synthèse des bactériocines de Bacillus spp. tels 

que la subtilosine (yiwB, sboA, albA), la subtiline (spaS), l’ericine (eriC, eriSa et 

eriSb) et la sublancine (sunT), elles y étaient absentes (annexe 2). L’analyse HPLC-

MS des substances actives a permis d’identifier les lipopeptides iturine, surfactine et 

fengycine ainsi que certains de leurs dérivés (plipastatine). 

En conclusion, cette étude montre que les B. amyloliquefaciens ssp. plantarum A4, 

I8 et G3 ont un large spectre d’activité contre une gamme variée de 

microorganismes pathogènes. Cette importante activité inhibitrice pourrait être due à 

une synergie d’action des différents composés produits (lipopeptides iturine, 

surfactine et fengycine) ou pouvant être produits (polykétides et dipeptide détectés 

par PCR). En plus, utilisant le bouillon des graines broyées d’H. sabdariffa comme 

seul substrat pour leur croissance, toutes les souches étaient capables de produire 

une activité inhibitrice contre B. cereus indiquant leur capacité à produire des 

substances antimicrobiennes en milieu réel de fermentation du Bikalga. Ces 

souches pourraient donc constituer un consortium de cultures starters pour la bio 

préservation du Bikalga contre les microorganismes pathogènes et d’altération des 

aliments. 

Une partie des résultats de ces travaux a également été valorisée sous forme de 

Poster (annexe 4) présenté au 23ème Symposium International de ICFMH, FoodMicro 

2012, 3-7 Septembre 2012, Istanbul, Turquie. 
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3.1.4 Article 2 publié: Bacillus amyloliquefaciens  ssp. plantarum strains as 

potential protective starter cultures for the production of Bikalga , an alkaline 

fermented food. 

 

Compaoré, C.S., Nielsen, D.S., Sawadogo-Lingani, H., Berner, T.S., Nielsen. 

K.F., Adimpong, D.B., Diawara, B., Ouédraogo, G.A., Jakobsen, M., Thorsen, L., 

2013.  

 

Publié dans Journal of Applied Microbiology, 115: 133-146.  
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3.1.5 Résumé de l’article 3 

Dans nos travaux précédents, 13 souches de Bacillus spp. (six B. subtilis ssp. 

subtilis, quatre B. licheniformis et trois B. amyloliquefaciens ssp. plantarum) isolées 

du Bikalga ont été évaluées pour leurs propriétés antimicrobiennes. A l’issu de ces 

travaux, il est ressortit que B. amyloliquefaciens ssp. plantarum A4, I8 et G3 et B. 

subtilis spp. subtilis H4 pouvaient être présélectionnés comme de potentiels cultures 

starters pour une fermentation contrôlée du Bikalga. Cette présélection s’est basée 

sur la propriété de ces souches à inhiber la croissance de germes indésirables et 

leur capacité à produire des bactériocines et des lipopeptides.  

Nous nous sommes attachés dans la présente partie à examiner la résistance des 

13 souches de Bacillus aux antibiotiques, au pH acide, de même que leur tolérance 

à la bile comme critères complémentaires de sélection de nos cultures starters. Pour 

ce faire, la sensibilité de chaque souche a été testée contre 24 antibiotiques 

comprenant : avilamycine, bacitracine, chloramphénicole, ceftiofur, ciprofloxacine, 

daptomycine, erithromycine, flavomycine, florfenicole, gentamicine, kanamicine, 

linezolide, penicilline, salynomycine, spectinomycine, streptomycine, 

sulphamethoxazole, synercide, tetracycline, tiamuline, tigecycline, trimethoprime, 

triméthoprime/sulphametoxazole (TMP+SMX), vancomycine. La méthode de dilution 

en milieu liquide et en milieu gélosé a été utilisée. Ensuite des PCR ont été réalisées 

afin de vérifier si les souches étudiées possédaient les gènes de résistance à 

certains antibiotiques tels que le chloramphénicole, l’érythromycine, la kanamycine, 

la pénicilline, la streptomycine et la triméthoprime en utilisant des amorces oligo-

nucléotidiques spécifiques.  

Les résultats obtenus ont montré que 100% des souches étudiées étaient sensibles 

à l’avilamycine, la ceftiofure, la ciprofloxacine, la vancomycine, la florfenicole, la 

gentamycine, la linezolide, la salynomycine, la spectinomycine, la tetracycline et à la 

tigecycline. Par contre, toutes les souches de B. licheniformis étaient résistantes au 

chloramphénicole, à la daptomycine, à la pénicilline et à la streptomycine tandis que 

toutes les souches de B. amyloliquefaciensssp. plantarum étaient sensibles à ces 

antibiotiques. Concernant les souches préselectionnées comme potentielles cultures 

starters, B. subtilis ssp. subtilis H4 était résistante à seulement deux antibiotiques à 

savoir la flavomycine et la sulphaméthoxazole et les B. amyloliquefaciens ssp. 
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plantarum A4, I8 et G3 étaient résistantes à quatre (bacitracine, flavomycine, 

synercide et tiamuline) des 24 antibiotiques testés.  

Aucun amplicon de fragment des gènes codant pour la résistance au 

chloramphénicole (catpIP501), à l’érythromycine (erm(A), erm(B), erm(C)), à la 

kanamycine (aph(3”)-I, aph(3”)-III, ant(2”)-I), à la pénicilline (blaZ), à la streptomycine 

(aadA, aadE, StrA, StrB), et à la triméthoprime (dfr(A)) n’a été obtenu par les 

analyses PCR. Ce qui pourrait signifier que la résistance à ces antibiotiques n’est 

pas la conséquence de la présence de ces gènes. Il est donc possible que la 

résistance observée contre ces antibiotiques soit une résistance naturelle. 

Dans la présente étude, les Bacillus spp. du Bikalga ont également montré une 

bonne résistance au pH acide avec 100% des souches survivant au pH 2,5 pendant 

4 h. Elles ont également montré une bonne capacité à tolérer et même à croître en 

présence de 0,3% de bile avec ou sans exposition préalable au pH acide.  

En conclusion, cette partie de notre étude met en exergue l’innocuité des souches 

de Bacillus spp. du Bikalga, en particulier les souches présélectionnées (H4, I8, G3, 

A4) par rapport au risque de transfert de résistance aux antibiotiques à d’autres 

bactéries incluant les pathogènes. Elle montre également que nos souches 

pourraient survivre le passage du tractus gastro-intestinal. Cela appuie le fait que 

ces souches pourraient constituer de potentiels candidats pouvant être utilisés 

comme cultures starters pour améliorer la qualité sanitaire et nutritionnelle du 

Bikalga.  

 

 

 

 

 

 

 



104 

 

3.1.6 Article 3 publié: Resistance to antimicrobials and acid and bile tolerance 

of Bacillus  spp. isolated from Bikalga , fermented seeds of Hibiscus sabdariffa . 

 

Compaoré, C.S., Jensen, L.B., Diawara, B., Ouédraogo, G.A., Jakobsen, M., 

Ouoba, L.I.I., 2013. 

 

Publié dans African Journal of Food Science, DOI: 10.5897/AJFS 2013.1018. 
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3.2  Discussion générale 

Au Burkina Faso, les condiments issus de la fermentation des graines légumineuses 

comme le Bikalga (graines d’oseille fermentées), le Soumbala (graines de néré 

fermentées) et le Maari (graines de baobab fermentées) sont très utilisés pour 

rehausser le goût des sauces et pour améliorer la qualité nutritionnelle des repas 

pauvres en protéines (Ouoba, 2003 ; Bengaly, 2001 ; Parkouda et al., 2010). Ces 

condiments occupent une place importante tant sur le plan socioculturel 

qu’économique. Pourtant, leur production est toujours artisanale avec une 

fermentation non contrôlée, entrainant une instabilité des produits finis et rendant 

ces condiments peu compétitifs vis-à-vis des condiments importés. Dans le but 

d’améliorer la qualité de ces condiments, des travaux antérieurs ont proposé des 

cultures starters de Bacillus spp. pour une fermentation contrôlée du Soumbala 

(Ouoba, 2003) et du Maari (Kaboré, 2012). Cependant, aucun travail de recherche 

ne s’est jusqu’à présent intéressé à l’amélioration de la qualité du Bikalga malgré 

ses potentialités nutritionnelles et sa grande consommation. Dans ce contexte, la 

présente étude a entrepris de caractériser des souches de Bacillus spp. afin de 

sélectionner les meilleures souches pouvant être utilisées comme cultures starters 

dans une fermentation contrôlée du Bikalga. Cette caractérisation a porté sur les 

propriétés antimicrobiennes des souches, leur capacité à produire des bactériocines 

et des lipopeptides, leur résistance aux antibiotiques, leur résistance au pH acide et 

leur tolérance à la bile. 

Cependant, la définition de cultures starters passe en premier lieu par une bonne 

identification des microorganismes (Ouoba, 2003). C’est pour cette raison que nos 

travaux préliminaires ont été de confirmer l’identité de nos souches en utilisant des 

méthodes très discriminatoires comme le séquençage du gène gyrB. En effet, il a 

été prouvé que le gène gyrB est un meilleur marqueur génétique que le gène 16S 

rRNA pour différencier les espèces et sous-espèces du groupe des B. subtilis 

comprenant B. subtilis (B. subtilis ssp. subtilis et B. subtilis ssp. spizizenii), B. 

amyloliquefaciens, B. licheniformis, B. methylotrophicus, B. atropheus et B. 

siamensis (Wang et al., 2007). Satomi et al. (2006) ont également rapporté que le 

gène gyrB est plus utile que le gène 16S rRNA pour différencier les espèces B. 

safensis et B. pumilus qui partagent seulement 91,2% de similarité de la séquence 
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gyrB. Cependant, en plus du séquençage du gène gyrB, des tests phénotypiques 

ont été nécessaires pour différencier les souches de B. amyloliquefaciens ssp. 

plantarum de B. methylotrophicus qui est une espèce nouvellement décrite 

(Madhaiyan et al., 2010). 

L’analyse de l’activité antimicrobienne des souches de Bacillus spp. du Bikalga a 

montré qu’elles étaient dôtées d’activité antibactérienne et antifongique contre 

plusieurs microorganismes pathogènes et d’altération des aliments. Des 

observations similaires ont été rapportées pour des Bacillus spp. isolés d’autres 

condiments fermentés africains tels que le Soumbala, le Nététu, le Kinéma et le 

Maari (N’Dir et al., 1994 ; Nout et al., 1998 ; Ouoba et al., 2007 ; Savadogo et al., 

2011 ; Kaboré et al., 2012). Des 13 souches étudiées, trois B. subtilis ssp. subtilis 

(H4, G2 et F1) et trois B. amyloliquefaciens ssp. plantarum (I8, A4 et G3) ont montré 

les meilleures capacités inhibitrices avec une activité dirigée sur des 

microorganismes tels que B. cereus, Penicillium spp., E. coli, M. luteus, S. aureus, 

Salmonella spp., Shigella spp., Y. enterocolitica et L. monocytogenes. Les souches 

de B. cereus par exemple, peuvent provoquer des diarrhées par la production 

d’entérotoxines variées et des vomissements par la production de toxines émétiques 

(Stenfors et al., 2008). En outre, elles sont souvent isolées dans des produits 

fermentés africains incluant le Bikalga (Ouoba et al., 2008), l’Afitin (Azokpota et al., 

2006), le Maari (Parkouda et al., 2010), le Yanyanku et l’Ikpiru (Agbobatinkpo et al., 

2013) posant ainsi un problème de sécurité sanitaire pour ces aliments. De ce fait 

l’inhibition de ces germes par nos souches revêt un intérêt majeur pour la bio-

conservation du Bikalga.  

Il a été constaté que le surnageant de cultures des B. subtilis ssp. subtilis inhibait 

uniquement la croissance des indicateurs de bactéries pathogènes Gram-positifs, ce 

qui est en accord avec les résultats rapportés par Kaboré et al. (2012). Cela peut 

s’expliquer selon Riley et Wertz (2002) par le fait que l’activité des bactériocines 

produites par les bactéries Gram-positives est souvent restreinte à d’autres bactéries 

gram-positives. Par contre, le surnageant de cultures des B. amyloliquefaciens a 

inhibé aussi bien la croissance des indicateurs de bactéries Gram-positifs que des 

indicateurs de bactéries Gram-négatifs. Ces souches ont également montré une 

forte activité inhibitrice contre plusieurs souches de Penicillium spp. Des études 

réalisées sur l’activité antimicrobienne d’une souche de B. amyloliquefaciens (LBM 
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5006) isolée au Brésil ont aussi montré que sa substance antimicrobienne était 

active contre des bactéries pathogènes Gram-positives et Gram-négatives (Lisboa et 

al., 2006), contre des algues phytopathogènes (Benitez et al., 2010) et contre 

l’amibe Acanthamoeba polyphaga (Benitez et al. 2011). Cependant, contrairement à 

la présente étude, la substance active responsable de l’inhibition a été attribuée à 

une protéine de masse molaire de 5 kDa (Lisboa et al., 2006). Plusieurs études ont 

également examiné le spectre d’activité inhibitrice des souches de B. 

amyloliquefaciens indiquant qu’elles étaient capable d’activité antibactérienne et 

antifongique (Sun et al., 2006 ; Sutyak et al., 2008 ; Yoshida et al., 2001 ; Yu et al., 

2002).  

Toutes les souches de B. amyloliquefaciens dans cette étude étaient capables de 

croître et de produire une activité antimicrobienne contre B. cereus dans un bouillon 

de culture préparé uniquement à base des graines broyées d’H. sabdariffa. Ces 

résultats montrent que ces souches sont capables d’exprimer leur activité 

antimicrobienne en utilisant comme seul substrat pour leur croissance les graines 

cuites d’H. sabdariffa. Ce qui signifie que nos souches de B. amyloliquefaciens ssp. 

plantarum pourraient être utilisées pour inhiber la croissance des microorganismes 

pathogènes et d’altération durant la fermentation du Bikalga. Quant à B. subtilis ssp. 

subtilis H4, (sélectionnée pour étudier les caractéristiques de sa substance 

inhibitrice) elle n’était pas capable de produire d’inhibition à la suite de sa croissance 

dans le bouillon des graines broyées d’H. sabdariffa. Ce résultat est similaire à celui 

de Kaboré et al (2013) qui ont rapporté que les souches de B. subtilis (B3, B122, et 

B222) isolées du Maari se développaient bien dans les graines cuites de baobab et 

dans le bouillon Maari, mais ne produisaient pas d’activité antimicrobienne dans ces 

substrats. Cela pourrait s’expliquer par une faible activité protéolytique entrainant un 

faible métabolisme dans les substrats naturels (Moreno et al., 2002). Selon 

Nascimento et al. (2010), l’absence d’activité antimicrobienne dans les substrats 

naturels pourrait être liée aux interactions entre les substances antimicrobiennes et 

certains composés du substrat tels que les lipides. 

Selon Holzapfel et al. (1995), la capacité des souches de Bacillus à inhiber la 

croissance des indicateurs de bactéries pathogènes pourraient être due à la 

production de métabolites antimicrobiens (acides organiques, alcools, H2O2...), à une 

compétition pour nutriments, à une production de bactériocines ou d’enzymes.  
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La caractérisation de la substance inhibitrice produite par B. subtilis ssp. subtilis H4 

a révélé qu’elle est sensible à la protéase et à la trypsine. Ce résultat, en plus du fait 

que l’activité de H4 ait été détectée par SDS-PAGE indique la nature protéique de la 

substance produite (Bizani et Brandelli, 2002). Il a aussi été trouvé qu’un fragment 

de sucre et un fragment de lipide sont nécessaires à l’activité antimicrobienne et que 

des ponts disulfures sont présents dans la structure de la bactériocine produite. 

Aucune bactériocine produite par les souches de Bacillus spp. n’a encore été décrite 

présentant des caractéristiques similaires. Malgré que les gènes codant pour la 

subtiline et la subtilosine soient présents dans le génome de H4, la masse molaire 

de la protéine active détectée était de 3346,59 Da, différente de celle de la subtiline 

(3319.56 Da; Stein, 2008) et de la subtilosine (3400.57 Da; Marx et al., 2001), ce qui 

appuie l’hypothèse de la production d’une nouvelle bactériocine par H4. En plus de 

cette nouvelle bactériocine, H4 produit des surfactines qui pourraient contribuer à 

améliorer l’activité de la bactériocine produite comme mentionnée par Stein (2005). 

Des études très récentes menées par Kaboré et al. (2012) ont également mentionné 

la production de bactériocines par des souches de B. subtilis isolées du Maari. La 

production de surfactines par des souches de B. subtilis isolées du Natto en Asie et 

du Soumbala au Burkina Faso, a quant à elle été rapportée dans les travaux de 

Sumi et al. (2000) et de Savadogo et al. (2011), respectivement.  

Contrairement au B.subtilis ssp. subtilis H4, les substances antimicrobiennes des 

trois souches de B. amyloliquefaciens (A4, I8 et G3) n’étaient pas de nature 

protéique. En plus, aucun gène codant pour la synthèse des bactériocines 

habituellement produites par les souches du groupe des B. subtilis comme la 

subtiline, la subtilosine, l’éricine, la sublancine n’a été détecté dans l’ADN des 

souches A4, I8 et G3, attestant le fait que nos B. amyloliquefaciens ssp. plantarum 

ne produisent pas de bactériocines. Nos résultats sont en accord avec les 

observations de Rückert et al. (2011) selon lesquelles la synthèse par voie 

ribosomale de petits peptides antimicrobiens à savoir les bactériocines était très rare 

chez les souches de B. amyloliquefaciens ssp. plantarum due à l’absence 

d’insertions de prophages génomiques. Les analyses PCR ont d’autre part révélé 

dans la présente étude que toutes les souches de B. amyloliquefaciens ssp. 

plantarum possèdent les gènes codant pour la synthèse des lipopeptides iturine, 

surfactine, fengycine, bacillomycine et mycosubtiline, ainsi que les gènes impliqués 

dans la synthèse des polykétides macrolactine, bacillaene et difficidine, et de la 
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dipeptide bacilysine. La production des lipopeptides iturine, surfactine et fengycine a 

été confirmée dans le surnageant de culture par HPLC-MS. Les trois souches de B. 

amyloliquefaciens ssp. plantarum (A4, I8 et G3) sont phylogénétiquement plus 

proches des souches de référence B. amyloliquefaciens ssp. plantarum FZB42, CAU 

B946 et YAU qui possèdent plusieurs gènes codant pour la synthèse de lipopeptides 

et de polykétides ayant des activités antibactériennes, antifongiques et 

nématocidales (Borriss et al., 2011). De ce fait, le large spectre d’activité 

antimicrobienne de ces souches observé dans cette étude est certainement dû soit 

aux lipopeptides, soit aux polykétides, soit encore à une action synergique de ces 

différents composés. D’autres études antérieures avaient mis en évidence la 

production de lipopeptides tels que la surfactine par des souches de B. subtilis 

isolées de condiments fermentés africains tels que le Nététu (N’Dir et al., 1994) et le 

Soumbala (Sawadogo, 1998 ; Savadogo et al., 2011). Cependant, aucune étude 

n’avait mentionné la production simultanée de surfactine, d’iturine et de fengycine 

par des Bacillus isolés de condiments africains fermentés. Selon Savadogo et al. 

(2011), les lipopeptides produits par les souches de B. subtilis pourraient jouer un 

rôle important dans les propriétés fonctionnelles des produits fermentés grâce à 

leurs propriétés surfactantes. La présence d’un surfactant biologique naturel tel que 

la surfactine dans les condiments fermentés comme le Soumbala et le Bikalga 

pourrait contribuer à la propriété d’abaissement de l’hypertension artérielle attribuée 

à ces produits (Sawadogo, 1998). 

Nous avons constaté à travers notre étude que les souches de B. subtilis ssp. 

subtilis (y compris H4) et les souches de B. amyloliquefaciens ssp. plantarum (A4, 

I8, G3) étaient sensibles à la plupart des antibiotiques testés incluant ceux cités par 

l’autorité européenne de sécurité alimentaire (European Food Safety Authority, 

EFSA, 2008). Des données publiées sur la résistance aux antibiotiques des souches 

de Bacillus spp. en général et de Bacillus spp. isolés de condiments fermentés en 

particulier sont rares. Cependant nos résultats sont comparables à ceux trouvés 

pour d’autres souches de B. subtilis utilisées comme probiotiques en Europe de l’Est 

(Hong et al., 2008 ; Sorokulova et al., 2008). Le fait que nos souches de B. subtilis 

ssp. subtilis et de B. amyloliquefaciens ssp. plantarum soient sensibles à la plupart 

des antibiotiques testés peut être conçu comme un avantage si l’on considère que 

les gènes de résistance aux antibiotiques peuvent être transférés à d’autres 
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bactéries incluant les pathogènes. Comme précédemment reporté par Sorokulova et 

al. (2008) pour B. licheniformis 31 (BL31), toutes les souches de B. licheniformis 

dans notre étude étaient résistantes au chloramphénicol. Cependant, les analyses 

PCR ont montré que ces souches ne possèdent pas les gènes de résistance au 

chloramphénicol. De la même manière aucun gène de résistance à l’érythromycine, 

à la kanamycine, à la pénicilline, à la streptomycine et à la triméthoprime n’a été 

détecté dans notre étude. Cela pourrait s’expliquer par le fait que la résistance à ces 

antibiotiques n’est pas la conséquence de la présence des gènes recherchés et que 

la résistance observée vis-à-vis de ces antibiotiques est probablement de nature 

intrinsèque. 

Toutes les souches de Bacillus spp. dominantes du Bikalga ont présenté une 

excellente capacité à survivre en condition acidique, de même qu’en présence de 

bile avec ou sans exposition préalable à l’acide. Barbosa et al. (2005) ont rapporté 

que les spores de Bacillus spp. (incluant B. subtilis et B. licheniformis) isolés de 

fèces de poulets pouvaient résister à des conditions similaires à celles du tractus 

gastro-intestinal (pH acide et bile). Nos résultats suggèrent donc que les Bacillus 

spp. du Bikalga y compris ceux présélectionnés comme starters pourraient survivre 

le passage du tractus gastro-intestinal. Il serait donc intéressant d’explorer dans des 

futures études les propriétés probiotiques de ces souches.  
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La présente étude a permis une différenciation des espèces et des sous espèces 

des principaux Bacillus spp. isolés du Bikalga et a montré qu’ils sont constitués de B. 

subtilis ssp. subtilis, de B. licheniformis et de B. amyloliquefaciens ssp. plantarum. 

Ces souches ont été examinées pour leurs propriétés antimicrobiennes et les 

résultats ont montré que trois souches de B.subtilis ssp. subtilis (H4, G2, F1) et trois 

souches de B. amyloliquefaciens ssp. plantarum (I8, G3, A4) présentent les 

meilleures capacités inhibitrices. Elles ont fortement inhibé la croissance des 

bactéries pathogènes Gram-positives et Gram-négatives tels que B. cereus, L. 

monocytogenes, Salmonella spp., S. aureus, Y. enterocolitica, M. luteus, Shigella 

spp., E. coli, et des champignons pathogènes comme P. nordicum et P. commune. 

En outre, les trois B. amyloliquefaciens ssp. plantarum ont été capables de produire 

une activité antimicrobienne contre B. cereus en utilisant comme seul substrat pour 

leur croissance un bouillon préparé à base de graines broyées d’H. sabdariffa.  

La caractérisation physico-chimique a montré que B. subtilis ssp. subtilis H4 secrète 

une mixture de composés antimicrobiens comprenant une nouvelle bactériocine de 

masse molaire 3346,59 Da et des surfactines. Par contre les trois B. 

amyloliquefaciens ssp. plantarum ne produisent pas de bactériocines mais des 

lipopeptides dont l’iturine, la surfactine et la fengycine ont été identifiés. Les gènes 

de synthèse de la bacillomycine, de la mycosubtiline, des polykétides macrolactine, 

bacillaene et difficidine ainsi que de la dipeptide bacilysine ont également été 

détectés dans le génome de G3, I8 et A4 par amplification à l’aide d’amorces 

spécifiques d’ADN. La diversité des souches de Bacillus dans leurs propriétés 

antimicrobiennes indique qu’un starter formé d’une culture mixte de B. 

amyloliquefaciens ssp. plantarum et de B. subtilis ssp. subtilis pourrait assurer une 

fermentation des graines d’oseille donnant du Bikalga de haute qualité sanitaire.  

Les souches A4, I8, G3 et H4 peuvent également être considérées saines par 

rapport au risque de transfert de résistance aux antibiotiques à d’autres bactéries 

incluant les pathogènes. En effet, B. amyloliquefaciens ssp. plantarum A4, I8 et G3 

ont été résistantes à seulement quatre (bacitracine, flavomycine, synercide et 

tiamuline) des 24 antibiotiques testés et B. subtilis ssp. subtilis H4 était résistante à 

seulement deux antibiotiques à savoir la flavomycine et la sulphaméthoxazole. 
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Elles ont également présenté une excellente capacité à survivre dans les conditions 

acides, de même qu’à tolérer et à croître en présence de bile indiquant qu’elles 

pourraient survivre aux conditions du tractus gastro-intestinal. 

Au regard de tous ces résultats, il apparaît que B. subtilis ssp. subtilis H4 et B. 

amyloliquefaciens ssp. plantarum I8, G3 et A4 sont de potentiels candidats pour 

former un consortium de cultures starters pour contrôler la fermentation du Bikalga. 

La capacité de production de bactériocines et de lipopeptides permettra à ces 

souches d’inhiber la croissance des germes pathogènes durant la production du 

Bikalga, d’assurer la sécurité sanitaire du produit et par conséquent préserver la 

santé du consommateur. L’utilisation de souches productrices de lipopeptide comme 

la surfactine qui est un émulsifiant et un surfactant biologique naturel en 

fermentation contrôlée pourrait avoir un impact positif sur les propriétés 

fonctionnelles du produit fini. L’innocuité des souches H4, I8, G3 et A4 par rapport 

au risque de transfert de résistance aux antibiotiques à d’autres bactéries, leur 

bonne capacité à survivre dans les conditions du tractus gastro-intestinal en font 

également de bons candidats de cultures starters pour contrôler la fermentation des 

graines d’H. sabdariffa et aboutir à du Bikalga de qualité nutritionnelle, sanitaire et 

organoleptique améliorée. 

Cependant, afin de confirmer et de finaliser la sélection des starters, ce travail devra 

être poursuivi par : 

- La réalisation de fermentations contrôlées (en unité pilote) par inoculation de 

cultures starters de B. amyloliquefaciens ssp. plantarum A4, I8 et G3 et de B. subtilis 

ssp. subtilis H4 avec application des Bonnes Pratiques d’Hygiène (BPH) et des 

Bonnes Pratiques de Fabrication (BPF), suivie de la caractérisation biochimique, 

microbiologique et organoleptique des produits finis ; 

- La détermination de la forme (monoculture ou culture mixte) de cultures starters la 

plus appropriée pour une fermentation optimale du Bikalga ; 

- L’étude des propriétés technologiques de chaque souche, à savoir sa capacité de 

dégradation des protéines, des lipides et des glucides. 
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Annexe 1  

 

Electrophorèse sur gel d’agarose (1,5%) des produits PCR pour la détection des gènes 
codant pour la synthèse de la subtilosine (Amorce Osbo) et de la subtiline (Amorce SpaS) 
dans le génome des souches A4, I8, G3 et H4.  

DSM 7 : souche de référence B. amyloliquefaciens DSM 7 ; DSM 10= souche de référence 
B. subtilis subsp. subtilis DSM 10 ; DSM 15029= souche de référence B. subtilis ssp. 
spizizenii DSM 15029.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

    1200bp 

152bp 

Osbo SpaS 
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Annexe 2 

 

Electrophorèse sur gel d’agarose (1,5%) des produits PCR pour la detection des gènes 
codant pour la synthèse des lipopeptides iturines (amorces ITU C, ITU D, ITU A), et 
surfactines (amorces SFR et SFP) dans le  génome des souches A4, I8, G3 et H4. 

DSM 7 : souche de référence B. amyloliquefaciens DSM 7 ; DSM 10= souche de référence 
B. subtilis subsp. subtilis DSM 10 ; DSM 15029= souche de référence B. subtilis ssp. 
spizizenii DSM 15029 ; DSM 13= souche de référence B. licheniformis DSM 13. 
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Annexe 2 suite 
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Annexe 3 : Posters presentés à des congrès 
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