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Résumeé

Cette étude a été inspirée des problémes rencat@nasl'industrie laitiere et illustre I'importaneatimicrobienne des lactobacilles vis-a-
vis des germes d’altération. Dix souches de lacitiba thermophiles appartenant aux espétcastobacillus acidophilus, Lactobacillus
helveticus, Lactobacillus lactis, Lactobacillus gaticug ont été isolées sur milieu MRS a partir du lait et d'un ferment lactique
commercial pour I'étude de leur activité antimigesime contre des germes Gram positifs et Gram ifi@ghes résultats de l'activité
antimicrobienne ont révélé que toutes les souchésctobacillusisolées produisent et excrétent dans le milieauteire des substances
inhibitrices capables d'inhiber la croissanceBieillus subtilis, Staphylococcus aureus, Eschégiotoli, Pseudomonas aeruginosa.
L'étude des cinétiques de croissance et d’excrétmus a permis de choisir une souchelLdetobacillus acidophiluzomme souche
modele pour la production et la purification de tBaocine. Une caractérisation physico-chimique snaupermis d’observer que la
bactériocine présente une faible thermorésistanoa pH optimum de 5. L'activité bactériocinogérast détruite par 121°C pendant 20
mn. La stabilité de la bactériocine a été déteatéae température de 45° C et a une gamme de pHrisengntre 5 a 6. La bactériocine
conserve toute son activité pendant 7 jours a empérature a + 4°C et — 20°C. L'activité est enti@mindétruite sous l'action des
enzymes protéolytiques, ce qui indique que la @adiblogiguement active est de nature protéique. pfegriétés suggerent que cette
substance inhibitrice est considérée comme sulstdactype « Bactériocine ». L'ensemble de ces @isultouligne I'importance de
I'activité antimicrobienne des lactobacilles dairslustrie laitiere.

Mots clés Lactobacillus Bactériocine; Substances antimicrobiennes; itibibides germes pathogénes.

bactéries productrices [2] [4]. De nombreuses pi#éis
d'utilisation ont été envisagées, pour répondre aux

1. Introduction besoins de l'industrie alimentaire, cosmétique etlal
médecine. Ces nouvelles substances naturellesifgsdu
Les bactéries lactiques sont connues pour leurctgpa par des souches bactériennes universellement reesnn
produire lors de leur croissance des composéss aitif d'usage alimentaire dirigées contre des germes
savoir les acides organiques qui acidifient le enilides pathogénes pourraient étre utilisées comme agent de
dérivés du métabolisme de l'oxygene (4 et des conservation sous forme d'additif, soit d’inoculum
substances naturelles de nature protéique douées d’ bactérien producteur de bactériocines au cours du
activité antagoniste a I'encontre d'un grand nomtbee processus de fabrication, permettant ainsi de dierite
germes d’altération, leur permettant de se déveopp nombre d'intoxications alimentaires et d’augmeniger
préférentiellement dans divers écosystemes [1][3R] durée de conservation et de commercialisation. Par
Parmi ces substances synthétisées, des peptides exemple, la nisine produite par la soudl@tococcus
dénommés bactériocines, sont produits puis excrgtés lactis, est autorisée et utilisée a cet effet dans cetai
I'extérieur des cellules productrices. lls présahtene aliments [5].
activité bactéricide ou bactériostatique. Leur fqgec L'objectif de notre travail consiste a isoler desiches
d’activité peut étre plus ou moins large, quelgiefo de lactobacilles thermophiles & partir du lait etwd’un

limité aux especes proches phylogénétiguement des ferment lactique thermophile commercial; la mise en
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évidence de [Iactivité antimicrobienne des souches
Lactobacillus sélectionnées; étudier par la suite la
cinétique de croissance des soucheactobacillus
sélectionnées; extraire et purifier la bactériecinpartir

de la souchelactobacillus la plus performante et
déterminer les propriétés physico-chimiques de la
bactériocine purifiée. Enfin, c’est sur cette bate
données, que nous essayerons d'étudier au lab@ratoi
I'activité antimicrobienne des souches de lactdlesc
thermophiles vis a vis des germes cibles.

2. Matériel et méthodes

2.1. Bactéries et conditions de culture

L'isolement des lactobacilles a été effectué aipddt lait
cru et lben traditionnel préparé a partir de dédfés
échantillons de lait cru récolté a la ferme expéritale de
'INA El Harrach et d'un ferment lactique commercia
(Danimax-food , ORLAC Birkhadem). L’isolement des
lactobacilles a été effectué sur le milieu MRSH§2,
incubé a 42°C pendant 72 heures, en anaérobioskd$]
souches ont subi par la suite des tests d'ideatifin
spécifiques. Le milieu de production de bactériecin
utilisé est le milieu MRS a pH 6,8 préconisé pardiaot

et Klaenhammer ; Barefoot at. [7] [8]. Afin de détecter
le spectre dactivité des espéces lactobacilles
sélectionnées, nous avons testé les souches contre
certain nombre de germes indésirables. Les souwibles
utilisées pour I'étude de l'activité bactériocinoggie
proviennent des collections (ATCC, IPA) fourniesr pa
I'Institut Pasteur d’Algérie (IPA) (tableaul). Déssts de
caractérisation culturaux et morphologiques (Gram,
catalase et oxydase) sont effectués au préalakle.
résultats des tests de caractérisation ont été a@m@vec
ceux obtenus par Holt (1994) dans Bergey's Manaél
Determinative Bactériology 9 th Edition.

2.2. Préparation de I'extrait bactériocinique

Une culture de lactobacilles thermophiles a étéotdiee
dans le milieu MRS a pH 6,8, incubation a 37°C,sdame
jarre d’anaérobiose. Le surnageant contenant #éxbrut
bactériocinique est récupéré par centrifugatiorapsté a

pH neutre 6,5 a 7 avec du NaOH 10 M. La neutradiat
de I'extrait bactériocinique permet d’éliminer fef des
acides organiques. L'extrait est ensuite filtré filires
Millipore stériles de diametre 0,22 pm, [lactivité
antimicrobienne est déterminée pour chaque souehe d
lactobacille sélectionnée.

2.3. Essai de l'activité bactériocinogénique

Afin de minimiser l'influence de l'effet inhibiteudu
peroxyde d’hydrogéne; les boites de Pétri sont
ensemencées avec le germe cible en profondeur et en
double couche dans la gélose nutritive selon laniggcie

de diffusion des puits préconisée par Tagg et Me(Gi

[9] puis reprit et modifiée par plusieurs auteurs

(Schillinger et Lucke ; Ten brink etl. ; Jin etal.) [10]
[11] [12]. 20 mI de milieu gélosé, sont recouvergsc 5

ml de milieu semi-solide (0,7 % d’agar) préalablame
ensemencé avec 0,05 ml de la suspension de soibtde c
dilution 10*. Sur les boites de Pétri inoculées par les
germes cibles préparées préalablement, on réadise d
puits (diamétre de 4,5 mm) qui sont remplis pasude
par 50 pl de I'extrait bactériocinique brut. Lestes de
Pétri ainsi préparées sont pré-incubées pendant42 a
heures a + 4 °C, afin de permettre la diffusiatiale de
I'agent inhibiteur ensuite suivit par une incubatib8 a

24 heures, a 37 °C en anaérobiose, afin d'éviter la
présence de I'air nécessaire a la production dexyde
d’hydrogene [13]. En fin d’'incubation, on obsenes |
zones d'inhibition autour des puits, pour les difites
souches sélectionnées vis-a-vis des germes cimésst
La lecture de I'activité bactériocinogénique se fer la
mesure du diamétre d’inhibition autour du puits,
exprimée en mm [14].

2.4. Etude de I'évolution de la cinétique de craiss et
de production

L'étude de I'évolution de la croissance des lactiles
thermophiles sélectionnés est effectuée dans leeumil
MRS a pH 6,8, incubation a 37 °C, en anaérobioss D
préléevements stériles sont effectués périodiqueraént
d’évaluer la croissance (DO) a 560 nm, le pH ains la
détermination de l'activité bactériocinogénique #isvis
des germes cibles.

2.5. Purification de la bactériocine

Afin d’extraire et de purifier la fraction bactécioique,
une méthode d’extraction simple, fondée sur I'inge
(NaCl) a été développée. La méthode d’'extractiodeaa
pour principe I'adsorption et la désorption des éuoales
sur les cellules productrices de bactériocines qmiéée
par Yang eal. [15].

2.5.1. Détermination du pH optimum d'action, de la
thermorésistance

Le pH optimum d’action de la bactériocine purifiést
mis en évidence par la variation du pH, lextrait
bactériocinique est ajusté a des valeurs de pkantade

2 & 10 avec HCI, ole L'* ou du NaOH 1 mole L
Aprés incubation pendant 1 heure 30 mn a 37 °C,
l'activité bactériocinogénique est ensuite testéeawis
de Bacillus subtilis et Staphylococcus aureupar la
méthode de diffusion des puits [16] [17]. Pour la
détermination de la thermorésistance de la baciégo
différentes fractions d’extraits bactériociniquesrifiés
sont soumises a un traitement thermique a 40 °CC45
50 °C, 60 °C, 80 °C et 100 °C pendant 1 mn et eumfin
cycle d’'autoclavage a 121 °C pendant 20 minute$ia p
optimum (pH 5) [11] [17]. Apres refroidissement,
l'activité de la bactériocine est vérifiée vis-&vde
Bacillus subtiliset Saphylococcus aureus.
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Tableau 1

Référence des souches cibles.

Germes cibles

Milieu d'incubation

Temps d'incubation

Origine

Bactéries Gram positives
Bacillus subtilis gélose nutritif (liquide et solide) 30 °C ,18-24 heures IPA
Bacillus subtilis SL 12 ATCC
Staphylococcus aureus 30 °C ,18-24 heures IPA
Staphylococcus aure29 P ATCC
Streptocoque D : 37 °C,18-24 heures IPA
Enterococcus feecalis
Listeria monocytogenes 37 °C,18-24 heures ATCC
Bactéries Gram négatives

e . 30 °C ,18-24 heures ATCC
Escherichia coli 54127 30 °C ,18-24 heures ATCC
Escherichia coli 10531 30 °C 18-24 heures ATCC
Pseudomonas aeruginosa 165 37 OC”18_24 heures IPA

Salmonella seftenberg 67

ATCC: American Type Culture Collection;
IPA: Institut Pasteur d’Alger.

2.5.2. Détermination de la stabilité thermique d& |
bactériocine au cours du stockage

Afin d’examiner la stabilité thermique de la ba@iéme

au cours du stockage, différentes fractions d'@stra
bactériociniques purifiées sont conservées a plinot

a des températures différentes: a 37 °C et a + 4 °C
pendant 7 jours et a — 20 °C pendant 7 jours eh@ins

une année [11] [17]. L'activité de la bactériocimet
testée vis-a-vis deBacillus subtilis et Staphylococcus
aureus

2.5.3. Effet des enzymes protéolytiques

L'effet des enzymes protéolytiques suivantes: Tings
(Merck from Bovine pancréas 40 Ul/mg)a-
chymotrypsine (Merck 60 Ul /mg), Pronase (Merck
4.000.000 Ul/g) a été étudié afin de déterminardture
de la bactériocine.

Tableau 2

Observations culturales et morphologiques desbacitesthermophiles.

Le surnageant doté d’'une activité inhibitrice edditioné
aux enzymes a une concentration finale de 1mg/ms da
du tampon phosphate de potassium 10 mmole/L agusté
pH 7,0 avec du HCl ou du NaOH 1 molé".LAprés
incubation a 37 °C pendant 1 heure, I'activité ichdslle
est déterminée par comparaison avec le témoiq{¥].
L'activité bactériocinogénique a été testée pasuide en
utilisant Bacillus subtilis et  Staphylococcus aureus
comme germes cibles.

3. Résultats

La détermination des caractéres morphologiques et
biochimiques des souches isolées nous a permis
d’identifier 10 souches, dont quatre espéces appadnt

au genrd.actobacillus(tableau 2 et 3).

Souches Examen Macroscopique Croissance sur Milidexamen Microscopique
MRS Liquide
42°C /24 H
Dimensions Forme  Couleur Consistandgontour Surface Mobilité Trouble Culot Forme Gram
Lbal, Lha2, 0,86<@ <1 ronde Creme Pateuse Régulier Lisse - + + Batonnet +
Lba3, Lba4, (blanc creme)
Lba5 Lba6,

Lbl1, Lbb1,
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Tableau 3
Tests d'identification des souches lactobacttesmophiles.

Caractéres Biochimiques

Souches Lactobacillus thermophiles

Lbal Lba2 Lba3

Lba4 Lba5 Lba6 Lbhl Lbh2 Lbl1 Lbbl

Catalase - - -

Croissance sur MRS milieu liquide: 45° C
15°C + + +

Thermoresistance: 60°C/90 mn -

65°C/30 mn

Hydrolyse de I'arginine - - -

Hydrolyse de I'esculine + + +

Croissance en présence de NaCl :
NaCla 2 % + + +
NaCl a 4 % ) ) )

type fermentaire : Homofermentaire + + +

Coagulation du lait écrémé + + +

Fermentation des sucres :
Arabinose
Lactose
Saccharose
Maltose
Sorbitol
Galactose

Glucose
Xylose

+ + +
+ + +
+ + +

+ +
+ 4+
+ 4+

+ + +

+ + +

++ +

+ o0+

+ o0+

o4+
.

+ 4

+ 4

+ 4
+
+
.
.

3.1. Spectre d'activité

Les différentes souches dectobacillus sélectionnées,
présentent un spectre d'activité trés proche wsades
germes cibles testés. Il a été noté que seule uahso
(Lbal) est active contrd&scherichia coli Les zones
d’inhibition sont claires avec des bordures biestidctes,

le diametre d'inhibition variable entre 12 et 22 mm
suivant la souche testée (tableau 4). L'inhibitish notée
positive lorsqu’elle est supérieure a 1 mm Sclgkin et
Lucke, [10].

(d)
Figure. 1. Activité antimicrobienne des souchesalgobacilles thermophiles

sélectionnées vis-a-vis &gaphylococcuaureus209 P (a et b)et Bacillus
subtilus(c et d) par la méthode de diffusion des puits

Do (560 nm)

6 8 10
Tenps (heures)

——Lba3 -u—lbad Lbl1l
—x—Llbbl —e—lbh2 —+—lba2

-m-lbal

Fig. 2. Cinétique de croissance des souches Laxithisa thermophiles
au cours de la fermentation en bouillon MRS (inécutaison de 1%, pH
initial 6,8 incubé a 37°C, sans agitation).

3.2. Cinétique de production

A partir de I'analyse des cinétiques de croissanitest
intéressant de relever que les sept souches de
Lactobacillus sélectionnées présentent le méme profil
cinétique au début de la phase exponentielle, les el
atteignent respectivement leur phase stationnairboat

de 6-7 heures d'incubation avec des densités wgsiq
variables selon I'espece (fig.2).
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Tableau 4

Spectre d’activité antimicrobienne des souchelsadtobacillusthermophiles par la méthode de diffusion des pditsie d'inhibition exprimée en mm.

Souche Tests
Lbal | Lba2 | Lba3 | Lba4 | Lba5 Lbaé | Lbhl |Lbh2 | Lbll | Lbbl
Souches cibles
Bactéries Gram positives 20 20 20 |1t 18 19 17,5 19 17 22
Bacillus subtilis
Bacillus subtilis SL12 225| 19 | 19 14 17 18 17 18 | 14,75| 145
Staphylococcus aureus 209p
145] 19 | 19 18 22 21 18 17 | 17 | 21
Staphylococcus aureus
12 0 0 0 215 0 18 0 0 | 165
Enterococcus faecalis
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Listeria monocytogenes 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Bactéries Gram négatives 19 0 0 0 0 0 0 0 0 18
Escherichia coli 54127
Escherichia coli 105331 18 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Pseudomonas aeruginosa 165 18 18,5 19 20 22 17 19 0 17 15
Salmonella seftenberg 67 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
L’activité inhibitrice atteint son niveau maximgras 6 a
7 heures d'incubation et reste stable jusqu'a hadg
fermentation.
La figure 3, permet d’apprécier la cinétique deissance > 1 r7
de la souchd.actobacillus acidophilugLbal), I'activité £ 21 A
. p es e . , c
inhibitrice augmente progressivement au début de la - 2 L6
. - 15 fre)
phase exponentielle et se stabilise au cours gehdse g {os I
stationnaire, qui correspond a la phase de syntHese gw e |5 €
substances inhibitrices par les cellules produegridans 5
le milieu extracellulaire. Selon Ten Brink &t [11] cette . .

stabilité d'activité est attribuée d’'une part ait fpue la
lyse cellulaire est incompléte au début de Ila
fermentation et d’autre part, pour la soutletobacillus
acidophilusM46, la sécrétion de la bactériocine acidocine
B a été observée au cours de la croissance p@imditt

le maximum de sécrétion en phase stationnaire. Dans
cas des especes appartenant au geactobacillus les
travaux entrepris par Vaughanatt[18] ; Barefoot et
Klaenhammer, [19]; Garriga etl. [20]; Barefoot etal.
[8]; Ten Brink etal. [11] et Thompson eal. [21], ont
rapporté que la production de bactériocine variense
I'espece bactérienne productrice.

2 4

(=}

7 8
Temps ( heures)

—=— Activité Bs —e— Activité St a
—a— Activité Pa & pH+ Do 560 nm

Fig. 3. Cinétique de croissance Hactobacillus acidophilugb a 1,
activité antibactérienne et évolution du pH au sale la fermentation
en bouillon MRS (inoculé a raison de 1%, pH initta8, incubé a
37°C, sans agitation).

En revanche, on a constaté également que la s#cds
molécules inhibitrices (bactériocine) augmente wauet a
mesure au cours de la croissance et n'atteint scam
maximum de production qu'aprés acidification plus o
moins compléte du milieu de culture, vers la fin lde
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phase exponentielle et au début de la phase statien
(fig.3).

Sur la base des résultats obtenus, il s'avére gue |
développement des différentes soucHeactobacillus
étudiées sur le milieu MRS pH initial voisin de la
neutralité ne démarre que tardivement et atteinteseité
maximale aprés 10 heures d'incubation. Il apparait
également que l'acidité développée par les basté&lies
mémes contribue au ralentissement et a l'arrét ade |
croissance (fig.3). A ce titre les travaux de Baogfet
Klaenhammer [7], révélent que la sécrétion de
bactériocines est fortement dépendante du pHaindiu
milieu de production; ceci suggere que le pH duenil
facilite a la fois la sécrétion et la solubilité da
bactériocine dans le milieu de production.

4. DISCUSSION

Dans la présente étude, afin de vérifier les péb@si
antimicrobiennes des bactéries lactiques, noussasmté

et identifié¢ des souches de lactobacilles therniegphi
partir du lait cru et d’'un ferment lactique therrhde. Les
résultats d’analyses ont permis d’identifier dixisloes de
Lactobacillus appartenant aux espéces suivantes:
Lactobacillus acidophilus(Lbal, Lba2, Lba3, Lba4,
Lba5, Lba6), Lactobacillus helveticus(Lbhl, Lbh2),
Lactobacillus lactis (Lbl1l), Lactobacillus bulgaricus
(Lbb1).De I'ensemble des résultats obtenus, on a constaté
que sur le nombre total des espédeactobacillus
thermophiles identifiées, la fréquence de [I'espéce
Lactobacillus acidophilugst la plus dominante.

En travaillant dans des conditions expérimentales
éliminant l'influence de l'acide lactique et le pryde
d’hydrogéne, l'activité antimicrobienne due a liact de

la bactériocine pour les différentes souches de
Lactobacillusthermophiles étudiées a révélé un spectre
d’inhibition étroit, dirigé notamment vis-a-vis dgermes
cibles: Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa, Escherichia .coll est
important de releverque les résultats obtenus dans notre
étude sur les souchesactobacillus acidophilugLbal,
Iba2, Iba3, Iba4, Iba5, Iba6) testées vis-a-visBdeillus
subtilis et Staphylococcus aurewse rapprochent de ceux
cités dans la littératurg¢22] [8] [11] [23] [24]. Dans une
étude similaire, les travaux de Lin &t [24] et Karska-
Wysocki etal. [26] ont rapportés que les bactériocines
produites pat.actobacillus acidophilusiéveloppent une
activité positive vis-a-vis deSalmonella choleraesuis,
respectivement  Lactobacillus acidophilus et
Lactobacillus casevis-a-vis de Staphylococcus aureus
(MRSA). Enfin, Itoh etal [27] Tahara et Kanatani [28]
ont montré qu’il est également possible que la sBeuc
Lactobacillus acidophilugxerce uniguement une activité
inhibitrice vis-a-vis des bactéries taxonomiquement
proches de la souche productrice

Etude de I'activité antimicrobienne des souchestobacilles utilisées dans I'industrie laitiere

L'étude de la cinétique de croissance et d’exgnéties
bactériocines a montré que leur sécrétion dansilieun

de culture MRS liquide se fait au fur et & mesueelal
croissance de la souche. D'une maniére générale,
I'activité antimicrobienne des sept souches sélaottes

est détectée au début de la phase exponentigilattint

son niveau maximal de sécrétion qu'aprés acidificat
guasiment compléte du milieu de culture. En effétude
entreprise par Yang et Ray [15], a montré que la
production de bactériocine par les bactéries laesgest
fortement dépendante : des souches, de la congrositi
milieu de culture, du pH final du milieu, du temps
d’incubation, de la température optimale de craoiseaet
surtout elle nécessite I'utilisation des milieuxnpies et
économiques. Sur la base des résultats obtenus sur
l'activité antimicrobienne des souches sélectioande
souchelLactobacillus acidophilugLbal), est considérée
comme étant la souche la plus performante pour son
activité antagoniste vis-a-vis des souches cibdsseés.

La souche (Lbal) a été retenue pour sa forte #&tivi
comme modéle pour lisolement et la purification lde
bactériocine a partir de I'extrait brut (surnageatd
culture).Toutefois, les tests de caractérisation
préliminaires révélent que la bactériocine présanie
faible thermorésistance (tableau 5). Son activigd e
totalement détruite aprés un cycle d’autoclavag@@°C
pendant 20 mn. La bactériocine conserve toute son
activité pendant 7 jours a une température de € ét° —

20 °C et au moins une année a — 20 °C selon nos
conditions expérimentales (tableau 5). Sa stahdlitété
détectée a une gamme de pH comprise entre 5 & ®Hso
optimum est estimé a 5.

Tableau 5
Détermination de la thermorésistance de la bacié@eoissue de la
souche.actobacillus acidophilugLbal).

diamétre d’inhibition (mm)

Traitement
Bacillus subtilis Staphylococcus aureus
Température 209 p
Témoin 23 20
45° C/ 10 mn 22.75 19
50° C/10 mn 15 11
60° C/ 10 mn 0 0
80°C/ 10 mn 0 0
100° C/ 1 mn 10 8.5
121 °C/ 20 mn 0 0

Conditions de réactiorBactériocine purifiée, tampon phosphate de
sodium pH 6.5, incubation & 37 °C pendant 1 haQren.

L’activité antimicrobienne est entierement détrusieus
I'action des enzymes protéolytiques, ceci suggem lg
partie biologiguement active de la bactériocine @st
nature protéique (tableau 6). Ces propriétés de la
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bactériocine sont trés importantes a déterminer,
mais il serait intéressant de confirmer ces résulta

Tableau 6

19

vitro [29] [30].

Action des enzymes protéolytiques sur 'activité dia bactériocine issue de la souchectobacillus acidophilugLbal)

Traitement

diamétre d’inhibition (mm)

Enzymes protéolytiques

Bacillus subtilis

Staphylococcus aure@99 p

Trypsine
a-Chymotrypsine
Pronase

(-) aucune activité n’est notée.

5. Conclusion

Les résultats présentés dans cet article permeittéemit le
moins de fournir un ordre d’'idée plus clair sumplaentiel
antimicrobien des souchésctobacillussélectionnées qui
représentent une voie d'avenir pour la producti@s d
substances antimicrobiennes utilisées dans la featien
et la bioconservation des aliments. L'analyse depngtés
physico-chimiques de cette substance a activitébitnice
de type bactériocine est nécessaire et peut sgevinase
pour orienter les futurs travaux de recherches laur
production de bactériocines a différentes écheléeegtinées
a des applications potentielles dans les prodaitsets,
carnés et marins, sous forme d’additif, soit d'wom
bactérien producteur de bactériocines au courgaltepsus
de fabrication et en tant que conservateur natpoelr
inhiber la croissance des microorganismes indéssab
dans les aliments. Sur le plan industriel, I'usitisn des
bactériocines comme alternative aux additifs chiragy ne
pourra étre obtenue que par la sélection judicielrse
souches utilisées pour leur synthése associée proesdés
technologiques respectant I'environnement.
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